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1. Einleitung 
 
Die Entwicklung der Pflanzen wird vom Keimling bis zur Blütenbildung vielfältig durch 
Licht gesteuert. Photorezeptoren wie Phytochrome (Quail et al., 1995), Blaulicht/UV-A 
absorbierende Cryptochrome (Ahmad und Cashmore, 1993) und UV-A/UV-B Rezeptoren 
(Beggs und Wellman, 1985; Young et al., 1992; Christie und Jenkins, 1996) regulieren die 
Anpassung der Pflanzen an die Lichtverhältnisse und initiieren die in die 
Photomorphogenese eingebundenen Stoffwechsel- und Signalwege. In genetischen 
Ansätzen zur Klärung der komplexen lichtabhängigen Prozesse wurden zu Beginn der 90er 
Jahre Mutanten gesucht, die durch Störungen in der Lichtperzeption und 
Signaltransduktion verursachten Veränderungen in der pflanzlichen Photomorphogenese 
zeigen (Bowler und Chua, 1994; Chory und Susek, 1994; Reed und Chory, 1994).  
 
 
1.1. Die Isolierung der Arabidopsis thaliana cue-Mutanten 
 
Zur Untersuchung der lichtabhängigen Regulation kernkodierter Gene mittels genetischer 
Selektion konnten Mutanten identifiziert werden, bei denen die Expression des 
lichtregulierten CAB3 (Chlorophyll a/b-bindendes Protein 3) Genes reduziert war (Chory 
et al., 1993; Chory und Susek, 1994). Die Expression der CAB Gene, die einer strengen 
Kontrolle durch Licht und plastidärer „Signale“ unterliegt, dient als Marker für die 
Chloroplastenentwicklung. Es konnten neun verschiedene cue-Mutanten (cue = 
chlorophyll a/b binding protein underexpressed) identifiziert werden, die eine mangelnde 
De-Repression des CAB3-Promotors bei De-Etiolierung zeigen (Li et al., 1995; López-
Juez et al., 1998). Die Gene der CAB Familie kodieren die Apoproteine der Photosystem 
II-Antenne (Leutwiler et al., 1986). Die Induktion des CAB-Promotors bei Belichtung 
kann durch mangelnde Transduktion lichtabhängiger Signale oder durch eine Blockade der 
Plastidenentwicklung gestört werden, die auch die Genexpression im Kern beeinflussen 
kann (Oelmüller et al., 1986; Mayfield, 1990; Surpin et al., 2002). Auch Faktoren wie der 
zirkadiane Rhythmus (Millar und Kay, 1996), Hormone (Flores und Tobin, 1986a, b; 
Bartholomew et al., 1991) und Zuckergehalte (Dijkwel et al., 1997) haben einen Einfluss 
auf die Expression der CAB Gene. Dabei wird von einer starken Interaktion von 
lichtabhängiger Regulation und der Beeinflussung der CAB Expression durch (a) 
zirkadianen Rhythmus (Wang und Tobin, 1998; Más et al., 2003) oder (b) die 
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Plastidenentwicklung (Arguello-Astorga und Herrera-Estrella, 1998; López-Juez et al., 
1998), letzteres vor allem im Hinblick auf die Funktion des Promotors (Strand, 2004) 
ausgegangen. Die Interaktion der Kontrolle durch Licht und plastidärer „Signale“ wurde 
anhand der cue-Mutanten cue3, cue6 und cue8 näher untersucht (Vinti et al., 2005). Hier 
konnte beobachtet werden, dass plastidäre Signale speziell die Photokontrolle von Genen 
der Photosynthese beeinflussen und dass die Stärke der Interaktion unabhängig vom Typ 
des Photorezeptors ist. 
Die in dieser Arbeit untersuchte cue1-Mutante, die ebenfalls eine gestörte 
Chloroplastenentwicklung zeigt, kann den CAB-Promotor bei längerer Belichtung 
ebenfalls nicht dereprimieren (Li et al., 1995). Auch die Transkription weiterer 
lichtregulierter Proteine wie das plastomkodierte D1-Protein des Photosystems II und die 
Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase (RubisCO) ist in den cue1-Mutanten 
gegenüber Kontrollpflanzen verringert (Li et al., 1995). Die gemeinsam über 
Cryptochrome und Phytochrome vermittelte Expression der Chalkonsynthase (Chory und 
Peto, 1990) war in cue1 im Vergleich zum Wildtyp nicht verändert. 
 
 
1.2. Der retikulierte Blattphänotyp der cue1-Mutante  
 
Alle der bisher bekannten acht cue1-Allele, die über verschiedene Mutagenesestrategien 
gewonnen werden konnten, zeigen einen retikulierten Blattphänotyp (Abb.1.1) von 
schwacher bis zur starken Ausprägung, bei dem die leitbündelnahen Bereiche dunkelgrün 
gefärbt und normal entwickelt sind, während die Mesophyllzellen der Interkostalfelder 
blassgrün erscheinen und in ihrer Entwicklung gestörte Chloroplasten beinhalten (Li et al., 
1995; Streatfield et al., 1999). Die Zellen des Palisadenparenchyms der cue1-Mutanten 
weisen einen höheren Anteil an Interzellularraum auf. Weiterhin besitzen die 
Mesophyllzellen kleinere Chloroplasten, während die Bündelscheidenzellen in cue1-
Mutanten gegenüber den Kontrollpflanzen keine Retardierung der Plastidenentwicklung 
aufzeigen.  
 
 
 
 
 
  2 
                                                                                                                  Einleitung 
 
 
 
 
 
Abb. 1.1  Der retikulierte Blattphänotyp der cue1-Mutante am Beispiel der zwei cue1-Allele cue1-1 
und cue1-6 im Vergleich zur Kontrolllinie (pOCA108 (Bensheim) für cue1-1 und Col-0 für cue1-6) 
 
 
 
Es gibt weitere Mutanten, deren Plastiden- und Blattmorphologie gestört ist und z. T. cue1-
ähnliche Wachstumsabnormalitäten aufweisen. Z. B. zeigen die A. thaliana Mutanten dov1 
(differential development of vascular associated cells; Kinsman und Pyke, 1998) und 
reticulata (Rédei und Hirono, 1964) bzw. lcd1-1 (Barth und Conklin, 2003) einen cue1-
ähnlichen Phänotyp, weisen aber keinen Defekt in der CAB-Expression auf. Die aberrante 
Blattmorphologie in den dov1-Mutanten wird durch eine Störung der 
Chloroplastenentwicklung im Mesophyll hervorgerufen, die Anzahl der Chloroplasten pro 
Zelle ist in diesem Gewebe im Vergleich zum Wildtyp um ca. 50% reduziert. Die aufgrund 
ihrer Ozon-Sensitivität entdeckte lcd1-1 (lower cell density) Mutante (Barth und Conklin, 
2003) besitzt eine im Vergleich zum Wildtyp geringere Zelldichte im Palisadenparenchym. 
Durch den Funktionsverlust des LCD1 Gens weisen die Mutanten einen geringeren 
Chlorophyllgehalt auf, der die betroffenen Bereiche der Pflanze heller erscheinen lässt.  
Ein retikulierter cue1-ähnlicher Phänotyp konnte auch in transgenen Tabak-Pflanzen 
beobachtet werden, in denen die Funktionalität der endogenen MYB-
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Transkriptionsfaktoren durch Überexpression von heterologen MYB-Genen aus 
Antirrhinum majus eingeschränkt ist (Tamagnone et al., 1998a). Durch die Blockade der 
Bindungsstellen für die endogenen MYB-Faktoren an den Promotoren kommt es in diesen 
Transformanden zu einer transkriptionellen Repression einiger Enzyme des 
Phenylpropanstoffwechsels. Dadurch weisen die transgenen Pflanzen weniger Lignin und 
reduzierte Gehalte weiterer Sekundärmetabolite auf.  
 
 
1.3 Die Mutation in cue1 resultiert in einen Funktionsverlust eines 
Phosphoenolpyruvat/Phosphat-Translokators (PPT) der inneren 
Plastidenhüllmembran 
 
Nach weiteren Untersuchungen der cue1-Mutanten wurde überraschenderweise 
festgestellt, dass das in cue1 betroffene Gen für einen Phosphoenolpyruvat/Phosphat-
Translokator (PPT) der inneren plastidären Hüllmembran kodierte (Streatfield et al., 1999). 
Der Phosphoenolpyruvat/Phosphat-Translokator (Fischer et al., 1997) gehört zur Familie 
der Phosphat-Translokatoren (PTs) der inneren Chloroplastenmembran, die aufgrund ihrer 
Substratspezifität und ihrer Sequenzähnlichkeit in vier Klassen eingeteilt werden können. 
Die weiteren drei Mitglieder der Phosphat-Translokator-Familie sind der 
Triosephosphat/Phosphat-Translokator (Flügge et al., 1989), der Glukose-6-
phosphat/Phosphat-Translokator (Kammerer et al., 1998) und der Xylulose-5-
phosphat/Phosphat-Translokator (Eicks et al., 2002). Die PTs besitzen innerhalb einer 
Klasse eine Aminosäure-Identität von 75-85%, während zwischen den Klassen die 
Ähnlichkeit 30-45% beträgt (Kammerer et al., 1998; Eicks et al., 2002; Knappe et al., 
2003). Für die Phosphat-Translokatoren werden sechs bis acht Transmembrandomänen 
vorhergesagt. Alle PTs sind kernkodiert und tragen eine plastidenspezifische N-terminale 
Transitsequenz (Flügge, 1999). 
 
 
1.3.1. Der Phosphoenolpyruvat/Phosphat-Translokator (PPT) der inneren 
Plastidenhüllmembran 
 
Nach heutigen Erkenntnissen fehlt den meisten Chloroplasten und einigen nichtgrünen 
Plastiden die enzymatische Ausstattung für die Generierung von Phosphoenolpyruvat 
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(PEP) aus 3-Phosphoglycerat (3-PGA) (Stitt und ap Rees, 1979; Schulze-Siebert et al., 
1984; Journet und Douce, 1985; Bagge und Larsson, 1986; Van der Straeten et al., 1991; 
Miernyk und Dennis, 1992; Borchert et al., 1993). Bisher konnten nur in fettspeichernden 
Plastiden ausreichende Enzymaktivitäten der Phosphoglyceratmutase und der Enolase für 
eine vollständige Glykolyse nachgewiesen werden (Dennis und Miernyk, 1982; Kang und 
Rawsthorne, 1994). Die Pyruvat,Pa-Dikinase (PPDK) katalysiert die ATP-abhängige 
Generierung von PEP aus Pyruvat (Carrol et al., 1994) und stellt eine weitere Möglichkeit 
dar, Plastiden mit PEP zu versorgen. Allerdings ist die PPDK-Aktivität in C3-Pflanzen sehr 
gering (Ishimaru et al., 1997, 1998), so dass ihr bisher nur eine untergeordnete Rolle bei 
der Bereitstellung von PEP zugewiesen wurde. Über die PEP-Carboxykinase (PEPCK) 
kann ebenfalls Phosphoenolpyruvat (PEP) in Pflanzen generiert werden. PEPCK 
katalysiert die ATP-abhängige Decarboxylierung von Oxalacetat (OAA) zu PEP im 
Cytosol (Walker et al., 1999). Sie ist in die Glukoneogenese während der Samenbeladung, 
während der Fruchtreife und in die Mobilisierung von Speicherfetten während der 
Samenkeimung eingebunden (Walker et al., 1999; Bahrami et al., 2001) und in C3-
Pflanzen in höherer Aktivität nur in reproduktivem Gewebe und in Trichomen zu finden 
(Walker et al., 1999; Chen et al., 2000). PEPCK ist ein cytosolisches Enzym und hat daher 
keine Funktion für die Generierung von PEP in den Plastiden.  
Das Vorhandensein von PEP im Stroma ist jedoch notwendig für verschiedene 
Stoffwechselvorgänge wie den Shikimatweg, der zur Synthese von aromatischen 
Aminosäuren und einer großen Anzahl an Sekundärmetaboliten führt (Herrmann und 
Weaver, 1999). Der Phosphoenolpyruvat/Phosphat-Translokator (PPT), der PEP in die 
Plastiden importiert, stellt somit eine wichtige Verbindung zwischen Primär- und 
Sekundärstoffwechsel der Pflanze dar (Fischer et al., 1997). Transportstudien, die zuerst 
anhand des PPT aus Blumenkohlinfloreszenzen durchgeführt wurden, führten zu dem 
Ergebnis, dass der BoPPT den Gegentausch von PEP, 2-PGA und anorganischem Phosphat 
katalysiert, jedoch unter physiologischen Bedingungen nur der Gegentausch von PEP und 
Pa eine Rolle zu spielen scheint (Fischer et al., 1997).  
Neben der Funktion als Vorstufe für den Shikimatweg, geht PEP außerdem über Pyruvat in 
die Fettsäurebiosynthese (Kleinig und Liedvogel, 1980; Qi et al., 1994) und in die 
Biosynthese verzweigtkettiger Aminosäuren (Schulze-Siebert et al., 1984; Singh und 
Shaner, 1995) ein. 
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Abb. 1.2  Der Phosphoenolpyruvat/Phosphat-Translokator (PPT) der inneren Plastidenhüllmembran 
 
 
 
In A. thaliana wurde neben dem PPT1, der in der cue1-Mutante defekt ist, ein zweiter 
Phosphoenolpyruvat/Phosphat-Translokator, PPT2, entdeckt. AtPPT1 und AtPPT2 haben 
nur eine Ähnlichkeit von 52% auf Aminosäureebene und sind in unterschiedlichen 
Geweben exprimiert. Durch Promotor-GUS- und Promotor-GFP-Fusionen konnte gezeigt 
werden, dass der AtPPT1-Promotor im Leitgewebe von Blättern, Blüten und Wurzeln, vor 
allem in den Xylemparenchymzellen, aktiv ist (Knappe et al., 2003). Der AtPPT2-
Promotor ist dagegen in grünen Geweben und Blüten ubiquitär und in Wurzeln und Samen 
nicht aktiv. Die Substratspezifitäten der beiden PPTs aus A. thaliana wurden ebenfalls im 
Rahmen dieser Arbeit untersucht. 
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1.3.2.  Die Funktionen weiterer Mitglieder der Phosphat-Translokator-Familie 
 
Nachfolgend werden auch die Funktionen der anderen drei Mitglieder der Phosphat-
Translokator-Familie kurz beschrieben: 
 
 
1.3.2.1 Der Triosephosphat/Phosphat-Translokator (TPT) 
 
Der TPT wurde als erster plastidärer Phosphat-Translokator molekular charakterisiert 
(Flügge et al., 1989). Dieser PT ist ausschließlich in grünen Geweben exprimiert (Schulz et 
al., 1993) und ist das dominierende Protein der inneren plastidären Hüllmembran (Flügge 
et al., 1991). Der TPT vermittelt den Export der im Verlauf der photosynthetischen CO2-
Assimilation gebildeten Triosephosphate aus den Chloroplasten ins Cytosol  (Fliege et al., 
1978; Flügge et al., 1989; Flügge, 1999). Dort dienen die Triosephosphate der Bildung von 
Saccharose und Aminosäuren. Als Gegentauschsubstrate kommen unter physiologischen 
Bedingungen Pa oder 3-Phosphoglycerat (3-PGA) in Frage, durch die die Phosphatbilanz 
der Chloroplasten ausgeglichen wird. Durch Antisense-Experimente in Kartoffel 
(Riesmeier et al., 1993; Heineke et al., 1994) und Tabak (Häusler et al., 1998, 2000)  
wurde die Rolle des TPT im photosynthetischen Kohlenstoffmetabolismus untersucht. 
Zudem konnte eine knock-out Mutante für TPT aus A. thaliana charakterisiert werden 
(Schneider et al., 2002). 
 
 
1.3.2.4 Der Glukose-6-phosphat/Phosphat-Translokator (GPT) 
 
Mit dem GPT wurde von Kammerer et al. (1998) ein weiteres Mitglied der Phosphat-
Translokator-Familie identifiziert, welches den Hexosephosphattransport katalysiert. 
Hierbei wird cytosolisches Glk6P gegen plastidäres Pa getauscht. Andere Hexosephosphate 
wie Glk1P und Frk6P werden so gut wie nicht transportiert (Kammerer et al., 1998), 
wohingegen Triosephosphate und 3-PGA als weitere Substrate für GPT akzeptiert werden. 
Eine Untersuchung des Expressionsmusters des GPT ergab, dass die Expression 
hauptsächlich auf heterotrophe Gewebe wie z. B. Kartoffelknollen beschränkt ist 
(Kammerer et al., 1998). Als in vivo-Funktion für den GPT wurde die Versorgung von 
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nicht grünen Plastiden mit Hexosephosphaten für die Stärkesynthese und den OPPP 
postuliert. 
A. thaliana besitzt zwei GPT-Gene, AtGPT1 und AtGPT2, mit einer 74%igen Identität auf 
Aminosäure-Ebene. Beide Translokatoren können Glk6P transportieren (Knappe, 2002). 
Während AtGPT1 in allen Pflanzenorganen exprimiert ist, ist die Expression von AtGPT2 
auf wenige Gewebe beschränkt und in höherer Menge nur in Kelchblättern und 
seneszenten Blättern zu finden (Knappe, 2002). Die Analyse von T-DNA 
Insertionsmutanten zeigte für gpt2 keine Beeinträchtigung des Wachstums und der 
Entwicklung der Mutanten, wohingegen die Mutationen des GPT1 (gpt1-1 und gpt1-2) 
letal waren. Als Ursache für die gpt1 Letalität wurde eine durch die Unterbrechung der 
GPT1 Funktion hervorgerufene Störung der gametophytischen Entwicklung postuliert 
(Niewiadomski et al., 2005).  
 
 
1.3.2.5 Der Xylulose-5-phosphat/Phosphat-Translokator (XPT) 
 
Der in allen Geweben exprimierte XPT wurde durch Eicks et al. (2002) charakterisiert. Der 
XPT besitzt eine dem GPT ähnliche Substratspezifität, transportiert jedoch unter 
physiologischen Bedingungen Xylulose 5-Phosphat statt Glk6P. Dem XPT wird eine Rolle 
in der  Kooperation zwischen den cytosolischen und plastidären Pentosephosphatwegen 
zugeschrieben (Eicks et al., 2002). Diese besteht darin, die plastidären 
Pentosephosphatwege mit Endprodukten des cytosolischen OPPP aufzufüllen, wenn ein 
erhöhter Bedarf an Intermediaten besteht. Die Analyse der A. thaliana knock-out Mutante 
des Translokators (xpt-1) zeigte keine wesentlichen Einschränkungen der pflanzlichen 
Funktionen (Eicks, 2004).  
 
 
1.4. Der PPT und seine Bedeutung für den Primär- und Sekundärstoff-
wechsel 
 
1.4.1. PEP als Vorstufe für aromatische Aminosäuren  
 
Im Stroma stellt PEP, zusammen mit Erythrose-4-Phosphat aus dem Calvin-Zyklus bzw. 
dem OPPP, die Vorstufe für den Shikimatweg dar, aus dem sich aromatische Aminosäuren 
und eine Reihe weiterer wichtiger Primär- und Sekundärmetabolite ableiten (Herrmann, 
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1995; Henkes et al., 2001). Der Fluß über den Shikimatweg läuft bis zur Stufe des 
Chorismats ausschließlich im Stroma ab (Schmid und Amrhein, 1995; Herrmann, 1995; 
Herrmann und Weaver, 1999). Somit muss eine ausreichende Versorgung von Plastiden 
mit PEP gewährleistet sein, um die von der Pflanze benötigten aromatischen Aminosäuren 
für die Generierung essentieller Sekundärmetabolite bereitzustellen.  
Bei der Synthese von 5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat (Anderson et al., 1990) geht PEP 
nochmals in den Shikimatweg ein. Diese Reaktion wird durch die EPSP (5-
Enolpyruvylshikimat-3-phosphat)-Synthase katalysiert, die durch Glyphosat, welches als 
Herbizid eingesetzt wird (Round-up®, Monsanto), gehemmt werden kann. Die über 
Chorismat gebildeten aromatischen Aminosäuren Phenylalanin (Phe), Tyrosin (Tyr) und 
Tryptophan (Trp) (Schmid und Amrhein, 1995) stellen neben ihrer Funktion als 
proteinogene Aminosäuren die Vorstufen für eine Reihe von verschiedenen 
Sekundärmetaboliten dar. Die Synthese von Phe und Tyr, die durch 
Produktinhibitionsmechanismen kontrolliert wird (Byng et al., 1981; Siehl und Conn, 
1988; Schmid und Amrhein, 1995), beginnt mit der Bildung von Prephenat aus Chorismat 
durch die Chorismatmutase. Nach anschließender Transaminierung wird Arogenat 
gebildet, die gemeinsame Vorstufe von Phe und Tyr. 
Die Tryptophan-Biosynthese wird durch die Anthranilat-Synthase eingeleitet, deren 
enzymatische Aktivität durch Trp inhibiert werden kann und eine Schlüsselrolle in der 
Regulation der Trp-Synthese spielt (Belser et al., 1971; Niyogi und Fink, 1992; Radwanski 
und Last, 1995). In A. thaliana trp5-Mutanten, die eine um 50% reduzierte Aktivität der 
Anthranilat-Synthase aufweisen, ist die Konzentration an freiem Trp dreimal so hoch wie 
im Wildtyp (Li und Last, 1996). 
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Abb. 1.3: Über den Shikimatweg werden aromatische Aminosäuren synthetisiert. 
 
 
DAHP: 3-deoxy-D-arabino-heptulosonat-7-phosphat; EPSP: 5-enolpyruvylshikimat-3-phosphat 
Die Enzyme: 1. DAHP-Synthase; 2. 3-Dehydroquinat-Synthase; 3. 3-Dehydroquinat-Dehydratase; 4. Shikimat-NADP-
Oxidoreduktase; 5. Shikimatkinase; 6. EPSP-Synthase; 7. Chorismat-Synthase; 8. Anthranilat-Synthase; 9. Anthranilat-
Phosphoribosyltransferase; 10. Phosphoribosyl-Anthranilat-Isomerase; 11. Indol-3-Glycerol-Phosphat-Synthase;               
12. Tryptophan-Synthase; 13. Chorismat-Mutase; 14. Prephenat-Aminotransferase; 15. Arogenat-Dehydrogenase;           
16. Arogenat-Dehydratase; 17. Prephenat-Dehydratase; 18. Phenylpyruvat-Aminotransferase; 19. Phenylalanin-
Ammonium-Lyase (PAL) 
 
 
 
 
 
1.4.2 Die Synthese von Sekundärmetaboliten aus aromatischen 
Aminosäuren 
 
1.4.2.1 Die Synthese von Phenylpropanen und ihre Regulation 
 
Die Funktionen von Sekundärmetaboliten in der Pflanze sind divers. Sie können als UV-
Schutzsubstanzen (Sheahan, 1996; Bieza und Lois, 2001), Festigungssubstanzen (Lewis 
und Yamamoto, 1990), Phytoalexinen (Tsuji et al., 1992; Hammerschmidt, 1999), 
Antioxidantien (Yamasaki et al., 1996, 1997; Grace und Logan, 2000; Gould et al., 2002) 
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und Botenstoffen (Tamagnone et al., 1998a, b) fungieren und in der Signalmodulation 
involviert sein (Jacobs und Rubery, 1988; Murphy et al., 2000; Brown et al., 2001). 
Phenylpropane stellen eine wichtige Gruppe von Sekundärmetaboliten dar, die in 
verschiedenen Stoffwechselwegen wie Pflanzenwachstum, Abwehr und Signaltransduktion 
eingebunden (Dixon und Paiva, 1995) und in allen Pflanzenorganen von Bedeutung sind.  
Die aus Phenylalanin durch die Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL) gebildete 
Zimtsäure ist Ausgangssubstanz für die Synthese von Phenylpropanen und deren 
Polymerisierungprodukten wie Monolignole (Humphreys et al., 1999; Osakabe et al., 
1999; Li et al., 2000, 2001; Humphreys und Chapple, 2002), Lignin (Bao et al., 1993) und 
hydrolysierbare Tannine (Koornneef, 1990). Aktivierte Zimtsäurederivate, 
CinnamoylCoA-Thioester, stellen gemeinsam mit MalonylCoA-Bausteinen den 
Ausgangspunkt für die Synthese von Flavonoiden, Coumarinen und kondensierten 
Tanninen dar (Hahlbrock und Grisebach, 1979; Hahlbrock und Scheel, 1989; Graham, 
1998). Die PAL ist eines der bestuntersuchten Enzyme des pflanzlichen 
Sekundärstoffwechsels und unterliegt einem strengen Regulationsmechanismus. In 
Pflanzen mit veränderter PAL-Aktivität wird eine Rückkopplungskontrolle durch die 
Endprodukte aus dem Phenylpropanstoffwechsel beobachtet (Elkind et al., 1990; Bate et 
al., 1994). In A. thaliana (Ohl et al., 1990; Wanner et al., 1995; Cochrane et al., 2004) und 
anderen Pflanzenarten (Minami et al., 1989; Cramer et al., 1989; Lois et al., 1989; 
Kawamata et al., 1992; Yamada et al., 1992; Lee et al., 1992; Subramaniam et al., 1993; 
Appert et al., 1994; Sakurai et al., 2001; Kao et al., 2002; Campos et al., 2004) existieren 
mehrere PAL-Isoformen. Diese könnten Multienzymkomplexe ansteuern (Winkel-Shirley, 
1999), deren enzymatische Aktivitäten durch verschiedene Faktoren reguliert werden.  
Äußere Einflüsse wie Verwundung, Pathogeninfektionen und UV-Stress sowie 
entwicklungsspezifische Faktoren können die Expression einiger PAL-Gene induzieren 
(Lois et al., 1989; Liang et al., 1989; Ohl et al., 1990; Yamada et al., 1992; Shufflebottom 
et al., 1993; Diallinas et al., 1994; Hatton et al., 1995; Campos et al., 2004). Eine 
Anreicherung von Anthocyanen kann z. B. durch abiotischen Stress hervorgerufen werden 
(Christie et al., 1994; Piao et al., 2001; Li und Strid, 2005). Die Akkumulation dieser 
Phenylpropane wird auch durch UV- und Blaulicht (Fuglevand et al., 1996; Lin et al., 
1996) sowie Rotlicht (Chory und Peto, 1990; Barnes et al., 1996) induziert. 
Stickstoffmonoxid (NO) ist ein wichtiges Signalmolekül in Pflanzen. NO-gesteuerte 
Signalwege können regulatorisch in den Phenylpropanoidmetabolismus eingreifen und 
dadurch z. B. Einfluss auf die Pathogenabwehr nehmen (Zeier et al., 2004). In 
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Hypokotylen der Sojabohne wurde eine NO-vermittelte Akkumulation von Phytoalexinen 
festgestellt (Modolo et al., 2002). Weiterhin scheint NO als Signalmolekül innerhalb der 
Ligninbiosynthese zu wirken (Ros Barceló et al., 2002; Gabaldón et al., 2005). 
 
 
1.4.2.2 Weitere aus aromatischen Aminosäuren abgeleitete 
Sekundärmetabolite 
 
Außerhalb des Phenylpropanstoffwechsels ist die von Tyrosin ausgehende Plastochinon-
Biosynthese ein wichtiger dem Shikimatweg nachgeschalteter Stoffwechselweg (Garcia et 
al., 1999). Plastochinon ist der Redoxakzeptor des PSII und spielt auch eine Rolle als 
Elektronenakzeptor bei der von der Phytoen-Desaturase katalysierten Reaktion bei der 
Biosynthese von Carotinoiden (Norris et al., 1995). Mit der Tyrosin-Aminotransferase 
(TAT) katalysierten Transaminierung von Tyrosin zu p-Hydroxyphenylpyruvat beginnt 
auch der Stoffwechselweg zur Synthese von Tocopherolen, einer weiteren Gruppe 
pflanzlicher Antioxidantien (Sandorf und Holländer-Czytko, 2002; Holländer-Czytko et 
al., 2005). 
Als Vorstufe verschiedener sekundärer Metabolite wie Indol-Glucosinolate und Camalexin 
hat Tryptophan eine kontrollierende Wirkung auf die Synthese der Aminosäuren 
Phenylalanin und Tyrosin. In Tryptophan akkumulierenden Pflanzenlinien wurden erhöhte 
Gehalte an Phenylalanin und Tyrosin, aber ein Rückgang in der Synthese von Flavonoiden 
und anderen Phenylpropanen ermittelt (Ishihara et al., 2006). Tryptophan kann als Vorstufe 
für die Synthese des Phytohormones Auxin (Indolessigsäure, IAA) dienen. Dabei werden 
mehrere Synthesewege zur Generierung von IAA aus Tryptophan postuliert (Pollmann et 
al., 2006).  
Aromatische Aminosäuren können auch als Vorstufen in die Synthese von Alkaloiden 
eingehen. Dabei handelt es sich um eine große Gruppe von Sekundärmetaboliten, die 
häufig eine ausgeprägte pharmakologische Wirkung haben (Kutchan, 1995; De Luca und 
Laflamme, 2001; Facchini, 2001). Viele Alkaloide dienen der Pflanze zur Abwehr von 
pathogenen Mikroorganismen und Herbivoren (Caporale, 1995; Wink, 1999). 
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1.4.2.3 Die Funktionen der Phenylpropane 
 
Als einfache Phenylpropane gehen Monolignole (Costa et al., 2003) wie die Cinnamyl-
Alkohole p-Coumarylalkohol, Sinapylalkohol und Coniferylalkohol in die Synthese von 
Gerüstsubstanzen wie Lignin und Suberin ein (Holloway, 1983; Lewis und Yamamoto, 
1990). Neben Flavonolen wie Kaempferol und Quercetin, spielen einfache Phenylpropane 
wie Sinapin (Sinapoylcholin), Sinapoylmalat oder Sinapoylglukose eine wichtige Rolle bei 
der Absorption schädlicher UV-B-Strahlen in A. thaliana (Chapple et al., 1992; Lois und 
Buchanan, 1994; Sheahan, 1996).  
Phenylpropane können auch als Antioxidantien wirken. Die unter oxidativem Stress 
vermehrt synthetisierte Chlorogensäure (Grace und Logan, 2000), ein Kondensat aus 
Chinon und Kaffesäure, macht in Mahonia repens mehr als 90% des Phenylpropangehaltes 
aus (Grace et al., 1998) und kann auch in vielen Pflanzenarten wie Tabak (Maher et al., 
1994; Shadle et al., 2003), Kartoffel (Yao et al., 1995) und Paprika (Diaz et al., 1997) als 
ein effektives Antioxidans wirken. In A. thaliana werden Anthocyanen (Yamasaki et al., 
1996; Piao et al., 2001) und Kaempferol- und Quercetin-Aglyka (Yamasaki et al., 1997) 
antioxidative Fähigkeiten zugeschrieben. 
Die Abwehr von Pathogenen wie Viren, Pilze, Bakterien und Fraßfeinde gehört ebenfalls 
zum breiten Funktionsspektrum der Phenylpropane. Quercetin und Quercetinderivate 
(French et al., 1991; French und Towers, 1992; Rusak et al., 1997) dienen in Solanaceen 
dem Schutz vor Vireninfektionen, indem sie die für die Infektion notwendige virale 
Reverse Transkriptase hemmen (Spedding et al., 1989; Ono et al., 1990).  
Phenylpropane sind als Phytoalexine (Hammerschmidt, 1999) in die Abwehr pilzlicher 
Pathogene involviert. Dazu gehören u. a. Coumarine wie Scopoletin (Tal und Robeson, 
1986), Stilbene wie Resveratrol (Langcake und Pryce, 1976; Jeandet et al., 1995; Ragab et 
al., 2006), und Isoflavone, z. B. Pisatin (Wu et al., 1997). Bei der Etablierung der 
systemischen Antwort der Pflanze auf das Pathogen (systemic aquired resistance, SAR) 
sind Flavonoide beteiligt (Graham et al., 1995). Die aus dem Phenylpropanstoffwechsel 
abgeleiteten Phytoalexine scheinen in A. thaliana allerdings keine Rolle zu spielen 
(Hagemeier et al., 2001). In die Abwehr von Fraßfeinden können Flavonoide wie 
Quercetin, Isorhamnetin und Hesperidin involviert sein (Lattanzio et al., 2000; Tringali et 
al., 2001). 
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1.4.2.4 Phenylpropane modulieren Signalwege 
 
Phenylpropane spielen eine wichtige Rolle bei der Signaltransduktion und können auf 
vielfältige Weise in die Signalwege von Phytohormonen wie Auxin und Cytokinin 
eingreifen.  
 
 
1.4.2.4.1 Auxin 
 
Auxin (Indolessigsäure, IAA) greift kontrollierend in verschiedene Bereiche der 
Pflanzenentwicklung wie Apikaldominanz (Chatfield et al., 2000), Streckungswachstum 
(Sánchez-Bravo et al., 1992), Tropismen (Jensen et al., 1998; Rashotte et al., 2000) und die 
Entwicklung von Blättern (Sieburth, 1999; Reinhardt et al., 2000; Ljung et al., 2001; 
Mattsson et al., 2003; Keller et al., 2004) und Wurzeln (Reed et al., 1998; Muday und 
DeLong, 2001; Casimiro et al., 2003; Friml, 2003; Grebe, 2004; Ljung et al., 2005) ein.  
Auxin wird hauptsächlich im Apikalmeristem synthetisiert und durch polaren Transport 
von Zelle zu Zelle (Lomax et al., 1995) sowie in der Wurzel akropetal zur Wurzelspitze 
(Muday und DeLong, 2001; Friml, 2003) transportiert. In der Wurzelspitze 
akkumulierendes IAA kann allerdings auch basipetal entlang der Streckungs- und 
Differenzierungszone transportiert werden, um dort in Entwicklungsprozesse wie 
Streckungswachstum, Gravitropismus und Initiation des Lateralwurzelwachstums 
einzugehen (Rashotte et al., 2000; Casimiro et al., 2001; Swarup et al., 2001; Bhalerao et 
al., 2002; Ottenschläger et al., 2003). Der Transport von IAA wird über Influx- und 
Effluxtransporter des polaren Auxintransportsystems (PAT) vermittelt (Swarup et al., 
2001; Friml et al., 2002a, b; Benková et al., 2003). Als Produkte des 
Phenylpropanstoffwechsels können Flavonoide regulierend auf Auxin-Effluxtransporter 
einwirken (Jacobs und Rubery, 1988; Peer et al., 2004). Durch Untersuchungen der im 
Auxintransport eingebundenen PIN (pin-formed) Auxin-Effluxproteine (Geldner et al., 
2001, 2003; Benková et al., 2003; Noh et al., 2003; Blakeslee et al., 2004), konnten 
Interaktionen von Flavonoiden mit Proteinen der PIN-Familie festgestellt werden (Peer et 
al., 2004). Quercetin und Kaempferol sind in keimenden A. thaliana Pflanzen vor allem im 
Hypokotyl und in der Wurzelspitze zu finden (Peer et al., 2001; Murphy et al., 2000). In A. 
thaliana transparent testa4 (tt4)-Mutanten, die aufgrund eines Defektes der 
Chalkonsynthase keine Flavonoide mehr bilden können (Shirley et al., 1995), wurden 
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höhere Auxintransportraten festgestellt, die durch Behandlung mit NPA (1-
Naphthylphthalaminsäure) als Auxin-Efflux-Inhibitor oder Naringenin als Produkt der 
Flavonoidbiosynthese wieder revertiert werden konnten (Murphy et al., 2000, Brown et al., 
2001). 
 
 
1.4.2.4.2 Cytokinin 
 
Cytokinine spielen eine große Rolle beim Wachstum und der Entwicklung der Pflanze und 
sind in Prozessen wie Zellteilung, Seneszenz, Stressantwort, Pathogenabwehr sowie in 
lichtregulierte Prozesse wie De-Etiolierung und Chloroplastenentwicklung (Mok, 1994; 
Schmülling, 2004) involviert. Cytokinine sind N6-substituierte Adeninderivate, die sich 
durch die strukturellen Modifizierungen der Seitenkette an der N6-Position in Funktion, 
Aktivität, Stabilität und Transport unterscheiden (Letham und Palni, 1983; Koshimizu und 
Iwamura, 1986; Jameson, 1994; Mok und Martin, 1994; McGaw und Burch, 1995; Auer, 
1997; Chen, 1997; Mok und Mok, 2001). Viele der in der Biosynthese und im Abbau der 
Cytokinine beteiligten Enzyme, wie die als Schlüsselenzym in der Cytokinin-Biosynthese 
fungierende Isopentenyltransferase (Takei et al., 2001; Kakimoto, 2001, 2003) wurden 
untersucht (Houba-Hérin et al., 1999; Morris et al., 1999; Martin et al., 1999a, b, 2001), 
doch ihre Regulation ist noch nicht vollständig geklärt. Die Wirkung von Cytokininen wird 
oft durch ihre Interaktion mit anderen Hormonen maskiert. Sie können z. B. synergistisch 
oder antagonistisch mit Auxin interagieren (Coenen und Lomax, 1997; Hartig und Beck, 
2006) und in die Synthese von Ethylen regulierend eingreifen (Cary et al., 1995). Es ist 
daher sehr schwierig, die Wirkung von Cytokininen klar zu definieren und z. B. 
phänotypische Änderungen der Pflanze einem bestimmten Cytokinin-spezifischen Effekt 
zuzuordnen (Binns, 1994; Deikman, 1997; Vogel et al., 1998; Faure und Howell, 1999).  
Um Informationen darüber zu bekommen, wie und in welche Prozesse Cytokinine 
kontrollierend eingreifen können, wurden Untersuchungen von A. thaliana Cytokinin-
defizienten Mutanten, die durch Überexpression der Cytokinin Oxidase/Dehydrogenase 
(CKX) generiert wurden, durchgeführt (Werner et al., 2001, 2003, 2006). Dabei zeigte sich, 
dass eine zentrale Funktion der Cytokinine in der Kontrolle der Zellproliferation des 
Meristems, und zwar in Blatt- und Wurzel auf gegensätzliche Weise, zu finden ist. 
Untersuchungen anhand der Mitglieder der AtCKX Genfamilie zeigten Unterschiede in den 
biochemischen Eigenschaften, der subzellulären Kompartimentierung und der Regulation 
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der Expression der einzelnen Gene auf (Werner et al., 2003). Weitere Analysen zur 
Klärung der Signalaufnahme und -transduktion von Cytokininen wurden durchgeführt 
(Hutchinson und Kieber, 2002; Heyl und Schmülling, 2003). Dabei sind 
Cytokininrezeptoren wie CRE1 (Cytokinin response 1)/AHK4 (Arabidopsis histidine kinase 
4) (Inoue et al., 2001; Suzuki et al., 2001; Ueguchi et al., 2001), AHK2, AHK3 sowie AHPs 
(Arabidopsis histidine phosphotransfer proteins) und ARRs (Arabidopsis response 
regulators) (Brandstatter und Kieber, 1998; Taniguchi et al., 1998) involviert. Analysen 
zur Identifizierung von Cytokinin-sensitiven Prozessen lassen die Existenz von 
Transkriptionskaskaden vermuten, durch die Cytokinine wirken und Signalwege 
modulieren (Brenner et al., 2005). 
Als Derivat aus dem Phenylpropanstoffwechsel ist Dehydrodiconiferylalkohol-Glukosid 
(DCG) als Bestandteil des Cytokinin-Signalwegs diskutiert worden (Teutonico et al., 
1991). Zuerst aus Vinca rosea Tumorzellen isoliert (Wood et al., 1974), weist DCG in 
Tabak wachstumsfördernde Aktivitäten auf (Binns et al., 1987; Lynn et al., 1987). Die 
Gehalte der DCG Enantiomere A und B sind nach Cytokininbehandlung um etwa das 
hundertfache höher als in ruhenden Geweben (Binns et al., 1987). Durch Herauslösen als 
vorgeformte Dimere aus der Zellwand, in die Phenylpropanoide in Form von Lignin 
eingelagert sind (Fry, 1986; Hahlbrock und Scheel, 1989), könnten die DCGs A und B 
synthetisiert werden. Wahrscheinlicher ist jedoch eine direkte Synthese aus Coniferyl-
Alkohol (Orr und Lynn, 1992).  
Tabakpflanzen, die MYB-Transkriptionsfaktoren aus Antirrhinum majus überexprimieren, 
weisen reduzierte Lignin-Gehalte auf, da die Bindestellen der in der Lignin-Biosynthese 
involvierten MYB-Transkriptionsfaktoren durch die Überexpression der MYB-Faktoren 
blockiert wurden (Tamagnone et al., 1998a, b). Durch Supplementierung von DCGs 
konnten der retikulierte Phänotyp und Wachstumsabnormalitäten, wie sie auch in den A. 
thaliana cue1-Mutanten zu finden sind, revertiert werden (Li et al., 1995; Tamagnone et 
al., 1998a, b; Streatfield et al., 1999).  
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1.4.3 Die Rolle von PEP bei der Synthese von Fettsäuren und 
verzweigtkettigen Aminosäuren 
 
1.4.3.1. PEP als Vorstufe für die Synthese von Fettsäuren 
 
In Pflanzen werden Fettsäuren in den Plastiden synthetisiert (Ohlrogge et al., 1979; 
Ohlrogge und Jaworski, 1997), dann exportiert und am Endoplasmatischen Reticulum (ER) 
modifiziert (Moore, 1993).  
Die plastidäre Fettsäurebiosynthese in heterotrophen Geweben ist abhängig von der 
Versorgung mit Kohlenstoffgerüsten aus dem Cytosol. Das zur Generierung von Malonyl-
CoA benötigte Acetyl-CoA muss über Vorstufen innerhalb des Plastiden bereitgestellt 
werden. Dabei variiert die Menge an angelieferten Metaboliten wie Glukose-6-Phosphat, 
Triosephosphat, Malat und Pyruvat (Smith et al., 1992; Kang und Rawsthorne, 1994; Qi et 
al., 1995; Eastmond und Rawsthorne, 2000). Auch PEP ist in der Lage, die plastidäre 
Fettsäuresynthese anzutreiben. Untersuchungen an Embryos aus Raps (Brassica napus), 
der wie A. thaliana zur Familie der Brassicaceen gehört, konnten zeigen, dass 
hauptsächlich PEP als Kohlenstoffquelle für die plastidäre Fettsäuresynthese dient 
(Schwender und Ohlrogge, 2002; Schwender et al., 2003). Somit kann der ausreichenden 
Versorgung des Plastiden mit PEP eine wichtige Rolle beim störungsfreien Ablauf der 
plastidären Fettsäurebiosynthese zugeordnet werden (Kubis et al., 2004). Nach dem Import 
von PEP ins Stroma stehen nach der Umsetzung von PEP über die plastidäre Pyruvatkinase 
sowohl Pyruvat für den plastidären Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex (Reid et al., 1977; 
Elias und Givan, 1979; Lernmark und Gardeström, 1994) als auch ATP zur Verfügung. 
Die Versorgung mit ATP für die Fettsäuresynthese wurde in isolierten nicht-grünen 
Plastiden in verschiedenen Pflanzen und Geweben untersucht (Kleinig und Liedvogel, 
1980; Boyle et al., 1990; Qi et al., 1994). Die für die Synthese von Fettsäuren benötigten 
Reduktionsäquivalente in Form von NADPH und NADH (Slabas und Fawcett, 1992), 
können durch den Umsatz von Hexosephosphaten im OPPP (Dennis, 1989; Kang und 
Rawsthorne, 1996; Eastmond und Rawsthorne, 2000; Schwender et al., 2003) und durch 
die Synthese von Acetyl-CoA aus Glc6P, Malat oder Pyruvat (Smith et al., 1992; Kang 
und Rawthorne, 1996) bereitgestellt werden.  
In autotrophen Geweben von C3-Pflanzen wird das Pyruvat für die plastidäre 
Fettsäuresynthese durch einen direkten Import von Pyruvat (Proudlove und Thurman, 
1981) oder über die oxidative Spaltung importierten Malats über das NADP-Malatenzym 
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angeliefert (Edwards und Andreo, 1992; Drincovich et al., 1998). Die für die 
Fettsäuresynthese benötigten Reduktionsäquivalenten und ATP werden über die 
Photophosphorylierung in der Lichtreaktion bereitgestellt. 
 
 
1.4.3.2. PEP als Vorstufe für die Synthese von verzweigtkettigen 
Aminosäuren 
 
PEP kann über die Bereitstellung von Pyruvat zur Synthese verzweigtkettiger 
Aminosäuren beitragen, die im Stroma der Plastiden erfolgt (Schulze-Siebert et al., 1984; 
Kaneko et al., 1990; Sathasivan et al., 1990; Frisch et al., 1991; Weisemann und Matthews, 
1993; Ghislain et al., 1994; Muehlbauer et al., 1994). Pyruvat, welches über die oxidative 
Malatspaltung durch das NADP-Malatenzym aus Malat oder die plastidäre Pyruvatkinase 
aus PEP gebildet werden kann, dient als Vorstufe für die Synthese der verzweigtkettigen 
Aminosäuren Leucin und Valin aus Acetolactat (Bonner und Jensen, 1997). Pyruvat kann 
aber auch direkt in die Plastiden importiert werden (Proudlove und Thurman, 1981). Das 
aus Threonin durch eine Desaminase hergestellte α-Ketobutyrat bildet die Vorstufe für die 
verzweigtkettige Aminosäure Isoleucin (Samach et al., 1995).  
Die Synthesen von Leucin, Valin und Isoleucin unterliegen nicht nur einer Kontrolle durch 
die Endprodukte, denn die Bildung von Isoleucin wird zusätzlich durch komplexe 
Regulationsmechanismen von Aminosäuren der Aspartatfamilie beeinflusst (Galili, 1995). 
Die Synthese der von Aspartat abgeleiteten Aminosäuren Methionin, Lysin und Threonin 
unterliegt ebenfalls einer starken Rückkopplungskontrolle durch die Endprodukte. Zudem 
können Lysin und das aus Methionin abgeleitete S-Adenosylmethionin regulatorisch 
antagonistisch zu Threonin – und den Threonin nachgeschalteten verzweigtkettigen 
Aminosäuren wirken (Rognes et al., 1980; Galili, 1995). Pyruvat geht auch in die 
Biosynthese von Lysin ein (Galili, 1995). Somit wirkt die Bereitstellung des gemeinsamen 
Substrates Pyruvat im Plastiden synergistisch auf den gesamten Stoffwechselkomplex und 
spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation der Synthese von Aminosäuren der Pyruvat- 
und Aspartatfamilie. 
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1.4.4. Die Rolle von PEP in der Bereitstellung von Pyruvat für den 
plastidären Methylerythritol-Phosphat (MEP)-Stoffwechsel 
 
Als Vorstufe für den plastidären Methylerythritol-Phosphat (MEP)-Stoffwechsel muss 
Pyruvat über die Generierung aus PEP im Plastiden bereitgestellt oder direkt importiert 
werden. Pyruvat bildet zusammen mit D-Glycerinaldehyd-3-phosphat die 
Ausgangssubstanzen für die Isomere Isopentenylpyrophosphat (IPP) und 
Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP), die Vorstufen der Isoprenoidsynthese in den 
Plastiden. Isoprenoide sind in Pflanzen in einer großen Vielfalt vorhanden (Chappell, 
1995; McGarvey und Croteau, 1995; Croteau et al., 2000) und erfüllen sehr 
unterschiedliche Funktionen im Pflanzenstoffwechsel. Sie können als Lock- und 
Abwehrstoffe wirken (Bartley und Scolnik, 1995; Hammerschmidt, 1999) oder essentielle 
Aufgaben in der Photosynthese, Respiration sowie in der Regulation von Wachstum und 
Entwicklung der Pflanze übernehmen (Sacchettini und Poulter, 1997; Penuelas und 
Munné-Bosch, 2005). Die Synthese von IPP und DMAPP erfolgt im Cytosol über den 
Mevalonat (MVA)-Stoffwechsel und in den Plastiden über den MEP-Stoffwechsel 
(Lichtenthaler, 1999; Eisenreich et al., 2001; Rodríguez-Concepción und Boronat, 2002). 
Die plastidär synthetisierten Vorstufen DMAPP und IPP gehen z. B. in die Biosynthese 
von Carotenoiden und der Prenyl-Seitenketten von Chlorophyll, Plastochinon, 
Phyllochinon und Tocopherol sowie in die Synthese von Hormonen (Gibberelline, 
Abscisinsäure) ein. Über den cytosolischen MVA-Stoffwechselweg wird z. B. die 
isoprenoide Seitenkette der Cytokinine und Vorstufen für die Synthese von 
Brassinosteroiden, Sterolen und Dolicholen bereitgestellt. Trotz der Kompartimentierung 
kann es zwischen den cytosolischen und plastidären IPP-Pools einen Austausch geben, 
sowohl in Cytosol-Plastid Richtung (Kreuz und Kleinig, 1984; Soler et al., 1993; 
Milborrow und Lee, 1998) als auch aus dem Plastiden ins Cytosol (Blick und Lange, 
2003). Dieser Austausch ist auch auf der Ebene anderer Prenyldiphosphate möglich (Adam 
et al., 1999; Steliopoulos et al., 2002; Blick und Lange, 2003; Hemmerlin et al., 2003). 
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1.5. Auswirkungen des Funktionsverlustes des PPT auf den Primär- und 
Sekundärstoffwechsel in Arabidopsis thaliana  
 
Aufgrund der postulierten Funktion des PPT, die Versorgung des Chloroplastenstromas 
mit PEP als Ausgangspunkt für plastidär lokalisierte Biosynthesen sicherzustellen, liegt die 
Vermutung nahe, dass der Funktionsverlust des PPT Störungen im Primär- und 
Sekundärstoffwechsel in den cue1-Mutanten verursacht und für die Ausprägung des 
retikulierten Blattphänotyps verantwortlich ist. Dabei wurde gerade den Produkten des 
Shikimatweges eine wichtige Rolle bei der Ausprägung des Phänotyps zugeschrieben. 
Dieser konnte durch die Supplementierung mit aromatischen Aminosäuren kuriert werden 
(Streatfield et al., 1999). Auch die Komplementation des cue1-Phänotyps durch 
Überexpression des (a) Blumenkohl-PPT und (b) der PPDK aus der C4-Pflanze Flaveria 
trinervia (Voll et al., 2003) unterstützt die These, dass der Mangel an PEP im Plastiden für 
die Störungen in der Entwicklung der cue1-Mutante verantwortlich ist. 
Gegenüber den Kontrollen und den komplementierten Linien zeigen die cue1-Mutanten 
Limitationen in der Photosynthese, dem Calvin Zyklus und der Saccharose- und 
Stärkeakkumulation, die auf eine generelle Stoffwechselbeeinträchtigung zurückgeführt 
werden können (Voll et al., 2003). Die Beeinträchtigungen im Primärstoffwechsel der 
Mutanten korrelieren mit verringerten vegetativen und reproduktiven Wachstumsraten, die 
in den Allelen cue1-1 und cue1-6 nur noch ca. 75% der Kontrollen ausmachen (Voll, 
2001). Ein zusätzliches Wachstumshemmnis kann durch Signale von den 
unterentwickelten cue-Plastiden (Li et al., 1995; Streatfield et al., 1999) hervorgerufen 
werden. Dieser Einfluss von „retrograden“ Signalen ist auch für die anderen cue-Mutanten 
(cue3, cue4, cue6, cue8, cue9) bereits beschrieben worden (López-Juez et al., 1998). Es 
wurde spekuliert, dass der PPT in die Signaltransduktion bei der Photomorphogenese 
eingebunden ist und möglicherweise eine Störung bei der Übermittlung des „retrograden“ 
plastidären Signals aufweist (Streatfield et al., 1999). 
Interessanterweise ist nur der Gehalt der vom Shikimatweg abgeleiteten aromatischen 
Aminosäure Phenylalanin um 30-40% in den untersuchten cue1-Mutanten im Vergleich 
zum Wildtyp verringert, während die Gehalte an Tryptophan und Tyrosin sowohl in der 
Licht- als auch in der Dunkelphase gegenüber den Kontrollen leicht erhöht sind (Voll et 
al., 2003; Streatfield et al., 1999). In den Mutanten wurde ein Mangel an Plastochinon 
(Steatfield et al., 1999) und verringerte Polyamingehalte (Voll, 2001) festgestellt.  
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Die cue1-Mutanten zeigen ein vom Wildtyp abweichendes Spektrum an Phenylpropanen, 
für deren Synthese die Versorgung mit Phenylalanin als Vorstufe limitierend ist. Durch 
Fluoreszenzmikroskopie von Blattquerschnitten konnte gezeigt werden, dass die Gehalte 
an Zimtsäurederivaten mit UV-Schutzfunktion in der oberen Epidermis von cue1-1 
gegenüber den Kontrollen nicht vermindert sind und die dort lokalisierten 
Flavonoidkomponenten nur ein verändertes Spektrum zeigen (Voll, 2001). Die in cue1-
Mutanten eingeschränkte Fähigkeit, Anthocyane bei anaerobem Stress zu akkumulieren 
(Streatfield et al., 1999), konnte in den komplementierten Linien cue1-6/PPT und cue1-
6/PPDK wiederhergestellt werden (Voll et al., 2003).  
Insgesamt wurden in den cue1-Mutanten keine generellen Beeinträchtigungen des 
Stoffwechsels beobachtet, die Effekte auf den Sekundärmetabolismus sind eher 
differentiell ausgeprägt. Dagegen wurden in antisense-TK-Tabakpflanzen, die eine 
verminderte Aktivität der Transketolase (TK), die für die Bereitstellung von Ery4P als 
Substrat für den Shikimatweg zuständig ist, aufweisen, generell drastisch reduzierte 
Gehalte aller aromatischen Aminosäuren und Phenylpropane, sowie Phenylpropanderivate 
wie Chlorogensäure, Kaffeesäure, Hydroxyzimtsäuren und Lignin festgestellt (Henkes et 
al., 2001). Allerdings wird durch die verringerte Transketolase-Aktivität auch der Calvin-
Zyklus limitiert, so dass ein genereller Mangel an Kohlenstoffgerüsten für jegliche Art von 
Biosynthesen den Primär- und Sekundärstoffwechsel in den antisense-TK-Tabakpflanzen 
nachhaltig beeinflussen kann. Interessanterweise verhält sich der in den antisense-TK-
Tabakpflanzen zu beobachtende Blattphänotyp genau umgekehrt zum retikulierten cue1-
Phänotyp, denn die Tabaktransformanden zeigen chlorotische Leitbündelbereiche und ein 
intaktes Mesophyll (Henkes et al., 2001). 
Der Phänotyp der cue1-Mutante kann nicht nur durch eine generelle Limitation im 
Shikimatweg erklärt werden (Voll et al., 2003). Die Verbindung zwischen den 
Limitationen im Shikimatweg in verschiedenen Geweben und Zelltypen der Pflanze und 
der Ausbildung des retikulierten Phänotyps der cue1-Mutante, muss vor dem Hintergrund 
der Existenz eines zweiten funktionalen PPT in A. thaliana, AtPPT2 (Knappe et al., 2003) 
untersucht werden. Obwohl ubiquitär im Blatt exprimiert, ist der endogene PPT2 nicht in 
der Lage, die durch den Funktionsverlust des PPT1 verursachten pleiotropen Defekte zu 
kompensieren. Durch konstitutive Überexpression des PPT2 im cue1-6 Hintergrund konnte 
der Phänotyp jedoch teilweise kuriert werden (Knappe et al., 2003). Der PPT1-Promotor 
ist ausschließlich in leitbündelnahen Mesophyllzellen und im Leitgewebe selbst aktiv, also 
in genau den Zellen, deren Entwicklung in den cue1-Mutanten nicht beeinträchtigt ist 
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(Knappe et al., 2003). Deshalb wird für PPT1 eine Rolle in der Bereitstellung von 
Signalmetaboliten, die sich aus dem Phenylpropanmetabolismus ableiten und für eine 
korrekte Mesophyllentwicklung zuständig sind, vorgeschlagen (Knappe et al., 2003).  
 
 
1.6. Zielsetzung der Arbeit 
 
Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführten Analysen sollen zur Klärung der 
Verbindung zwischen den durch den Funktionsverlust des PPT1 verursachten Limitationen 
im Phenylpropanstoffwechsel und der Ausbildung des retikulierten Phänotyps der cue1-
Mutante beitragen. Dabei soll vor allem die Rolle des PPT1 in der Bereitstellung von 
Signalmetaboliten für die Mesophyllentwicklung untersucht werden. Über verschiedene 
Ansätze wie die Isolierung von Revertanten mittels „Activation tagging“ im cue1-
Hintergrund und induzierbares RNAi für PPT1 im Wildtyp-Hintergrund, soll nach 
potentiellen Genen, die in diesen Signalweg eingebunden sind, gesucht werden. 
Dazu dienten außerdem Fütterungen der cue1-Mutanten mit (a) 
Dehydrodiconiferylglucosid (DCG), ein Neolignan, als Phenylpropanoid-Derivat und 
möglicher Kandidat mit Signalfunktion sowie (b) Cytokinin und (c) Auxin, deren 
Signalwege von Phenylpropanen moduliert werden können. 
Weitere Ansätze wie die Generierung von ppdk- und p-enolase-Mutanten sowie 
Doppelmutanten mit cue1 sollten zeigen, welche Auswirkungen die Unterbrechung 
weiterer möglicher Wege, PEP im Plastidenstroma anzuliefern, auf die Entwicklung der 
Pflanze verursacht.  
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2. Material und Methoden 
 
2.1.  Material 
 
2.1.1. Chemikalien und Enzyme 
 
Die eingesetzten Chemikalien, Enzyme, Geräte und Verbrauchsmaterialien wurden 
hauptsächlich von folgenden Firmen bezogen: 
 
Amersham Pharmacia Biotech (Buckinghamshire, UK), BioRad (München), Biolabs 
(Schwalbach), Biomol (Hamburg), Difco (Hamburg), Duchefa (Haarlem, NL), Ferak 
(Berlin), Fermentas GmbH (St. Leon-Rot), Fluka (Buchs, CH), GibcoBRL (Karlsruhe), 
Heraeus (Düsseldorf), Intas (Göttingen), Merck (Darmstadt), Invitrogen GmbH 
(Karlsruhe), Promega (Mannheim), Qiagen GmbH (Hilden), Roth (Karlsruhe), Sarstedt 
(Nümbrecht), Schleicher & Schuell (Dassel), Serva (Heidelberg), Sigma-Aldrich 
(Taufkirchen) und Stratagene (Amsterdam, NL). 
 
 
2.1.2. Kommerzielle Kits 
 
Folgende Kits wurden eingesetzt und gemäß den Herstellerangaben verwendet: 
 
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen GmbH, Hilden)  
MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen GmbH, Hilden) 
Quantum Prep Plasmid Miniprep Kit (BioRad, München) 
Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, USA) 
RNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden) 
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2.1.3.   Bakterien- und Hefestämme 
 
2.1.3.1.  Escherichia coli 
 
Folgende E. coli-Stämme wurden verwendet: 
 
DH5α  zur Amplifikation von Plasmiden 
supE44 ∆lacU169 (Φ80, lacZ∆M15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1 (Hanahan, 
1983) 
 
XL1-Blue zur Amplifikation von Plasmiden 
supE44, hsdR17, recA1, endA1, gyrA46, thi, relA1, lac, F´[proAB+, lacIq, lacZ∆M15, 
Tn10(tetr)] 
 
Top10  zur Amplifikation von Plasmiden 
F- mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZ∆M15 ∆lacX74 deoR recA1 araD139 ∆(ara-
leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG 
 
 
2.1.3.2.  Agrobacterium tumefaciens 
 
GV3101 (pMP90)  zur Pflanzentransformation (Koncz und Schell, 1986) 
 
GV3101 mit dem Hilfsvektor pSoup (Hellens et al., 2000) für den binären Vektor 
pGreenII 
 
 
2.1.3.3.  Saccharomyces cerevisiae 
 
InvSc1 zur Proteinexpression 
his3∆1 leu2 trp1-289 ura3-52 
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2.1.4.  Vektoren 
 
Folgende Vektoren wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit für Klonierungen 
eingesetzt: 
 
Tab. 2.1: Auflistung der verwendeten Vektoren 
Vektor Bezugsquelle Verwendung 
pGEM-T Easy Promega Klonierung von PCR-Produkten in E. coli 
pCR®2.1.-TOPO® Invitrogen Klonierung von PCR-Produkten in E. coli 
pGreenII Hellens et al., 2000 Pflanzentransformation 
pSKI015 Weigel et al., 2000 Pflanzentransformation Activation tagging 
pKannibal Wesley et al., 2001 Klonierung von RNAi Konstrukten 
pUC∆alcAN Caddick et al., 1998 Klonierung von RNAi Konstrukten 
pBin∆alcR Caddick et al., 1998 Klonierung von RNAi Konstrukten 
 
 
2.1.5.  Pflanzenmaterial 
 
Es wurden die folgenden Arabidopsis thaliana Linien verwendet: 
 
Tab. 2.2: Auflistung der verwendeten Arabidopsis thaliana Linien 
Linie Ökotyp/Hintergrund 
Col-0 Wildtyp 
pOCA108 Bensheim 
cue1-1 pOCA108 
cue1-6 Col-0 
T-DNA Insertionslinie (Salk Institut) 
N616157 (ppdk) 
Col-0 
T-DNA Insertionslinie (Salk Institut) 
N521328 (p-enolase) 
Col-0 
T-DNA Insertionslinie (Salk Institut) 
N584529 (lcd1) 
Col-0 
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2.2  Methoden 
 
2.2.1.  Anzucht von Arabidopsis auf Erde 
 
Samen von Arabidopsis thaliana wurden auf einem Gemisch von 3 Teilen Erde 
(Einheitserde Typ Minitray, Gebr. Patzer KG, Sinntal-Jossa) und einem Teil Vermiculit 
(Basalt Feuerfest, Linz) ausgelegt. Vor der Aussaat wurde das Substrat mit Leitungswasser 
durchtränkt. Die Pflanzschalen wurden mit Pikierhauben abgedeckt, um Kontaminationen 
mit Fremdsamen zu vermeiden und um – sobald die Brechung der Samenruhe erfolgt war – 
für feucht-warme Bedingungen zu sorgen. Zur Stratifizierung kamen die Saattöpfe 
zunächst für zwei Tage in den Kühlraum (4°C). Später wurden die Pflanzschalen bzw. 
Töpfe in das Gewächshaus oder in die Phytokammer gestellt. Die Anzucht im 
Gewächshaus erfolgte bei einem Licht-Dunkel-Rhythmus von 16:8 h, also im extremen 
Langtag, bei einer täglichen Photonendosis von ca. 150-200 µmol⋅m-2⋅s-1 (Quantameter LI-
1000 der Fa. Li-Cor) und einer relativen Luftfeuchtigkeit von etwa 40%. In der 
Lichtperiode betrug die Temperatur ca. 21°C und während der Dunkelphase ca. 18°C. In 
der Phytokammer wurden die Pflanzen bei einem Licht-Dunkel-Wechsel von 12:12 h und 
einer Photonendosis von 70 µmol⋅m-2⋅s-1 angezogen. Die relative Luftfeuchtigkeit betrug 
ebenfalls etwa 40%. Für die Beleuchtung in der Phytokammer wurde eine Mischung aus 
Tageslicht-Neonröhren der Firma Osram (Tageslicht L58W/11-860, Warmweiß L58W/30, 
Natura de Luxe L58W/76 und FluorA L58W/77) verwendet. Die Temperatur betrug ca. 
22°C während der Lichtphase und ca. 18°C während der Dunkelperiode.  
Nachdem die Keimblätter vollständig entfaltet waren, konnte die Pikierhaube abgenommen 
werden. Zwei- bis dreimal pro Woche wurden die Pflanzen mit Leitungswasser angestaut. 
Gedüngt wurde nach Bedarf mit Hoagland-Medium (1:1 mit Leitungswasser verdünnt) für 
Arabidopsis. 10-14 Tage nach der Aussaat konnten die Pflanzen entweder in runde 
Einzeltöpfe (∅ 6 cm oder ∅ 9 cm) oder in eine Multitray-Schale à 77 Pflanzmulden pikiert 
werden.  
Schädlingsbekämpfung erfolgte mit Gelbtafeln der Firma Neudorff (Emmerthal, FRG) und 
einmal wöchentlich durch Sprühen mit Nematoden (Sautter und Stepper, Ammerbruch) zur 
Bekämpfung eines eventuellen Befalls durch Trauermückenlarven. Bei Blattlausbefall 
wurden als Nützlinge Florfliegenlarven (Sautter und Stepper, Ammerbruch) ausgebracht 
oder Confidor als 25%ige Emulsionsspritzlösung eingesetzt. 
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2.2.2.   Sterilisation des Arabidopsis thaliana Saatguts 
 
2.2.2.1.  Flüssige Oberflächensterilisation von Samen 
 
Die Sterilisierung der Samen erfolgte in 1,5 ml Eppendorfgefäßen. Zunächst wurden die 
Samen in 30%iger Na-Hypochlorit-Lösung mit 1 Tropfen Tween-20 für 10 min 
geschwenkt. Nachdem die Samen sich abgesetzt hatten, wurde der Überstand abgenommen 
und die Samen dreimal mit sterilem Leitungswasser gewaschen. 
 
 
2.2.2.2.  Oberflächensterilisation mit Chlorgas 
 
Ein Becherglas mit 100 ml Na-Hypochlorid und die geöffneten Eppendorfgefäße mit den 
Samen wurden in den Exsikkator gestellt. Nach Zugabe von 3 ml konzentrierter Salzsäure 
zum Na-Hypochlorid wurde der Exsikkator schnell geschlossen. Die Sterilisierung der 
Samen erfolgte für 3-6 h durch das sich entwickelnde Chlorgas. Anschließend wurden die 
Gefäße mit den Samen für ca. 2 h zum Abdampfen unter die Sterilbank gestellt. 
 
 
2.2.3.   Anzucht von Arabidopsis auf Agar-Platten 
 
Sterilisierte Samen wurden auf MS-Platten ausgelegt und für zwei bis drei Tage bei 4°C 
stratifiziert. Die Anzucht der Pflanzen erfolgte in einem Klimaschrank (RUMED 1200; Fa. 
Rubarth Apparate GmbH, Laatzen) bei 22°C unter einem Licht-Dunkel-Wechsel von 16:8 
h und einer Photonenflussdichte von ca. 36 µmol⋅m-2⋅s-1. 
 
MS-Platten: 
1% (w/v)  Saccharose 
0,44% (w/v)  Murashige & Skoog (Duchefa, Haarlem, NL, Kat.-Nr. M0245) 
0,8% (w/v)  Agar (Difco) 
pH 5,6/KOH 
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Das MS-Medium wurde autoklaviert und nach dem Abkühlen in sterile Petrischalen 
gegossen. Nach Erstarren des Mediums konnten die fertigen Platten direkt verwendet oder 
einige Tage bei 4°C gelagert werden. 
 
 
2.2.4.   Pflanzen-Selektionen 
 
2.2.4.1.  Selektion auf Agarplatten 
 
Für Selektionen auf Agarplatten wurden Antibiotikastammlösungen zum autoklavierten 
Medium hinzugefügt: 
 
Kanamycin   50 µg/ml Endkonzentration 
DL-Phosphinotricin 10 µg/ml Endkonzentration 
 
 
2.2.4.2.  Selektion auf Erde mit BASTA 
 
Transgene Pflanzen, die das bar-Gen enthielten, welches die Resistenz gegen das Herbizid 
Phosphinotricin (BASTA) vermittelt, wurden auf Erde angezogen und nach Entwicklung 
der ersten Primärblätter (Vierblatt-Stadium) selektiert. Die Pflanzen wurden mit der 
Herbizidlösung aus einem Abstand von ca. 30 cm besprüht. Wenn die Pflanzen sehr dicht 
standen, wurde dieser Vorgang nach ca. einer Woche wiederholt. 
 
BASTA-Gebrauchslösung: 
250 mg/l BASTA® 
0,1% Tween-20 
 
 
2.2.5  Transformation von A. thaliana durch Vakuuminfiltration 
 
Agrobakterien wurden bei 28°C bis zu einer OD600 von 0.8-1.0 angezogen, dann bei 4°C 
für 15 Minuten bei 2.500 xg abzentrifugiert. Die Zellen wurden im Infiltrationsmedium 
aufgenommen (in ca. 1/3 des ursprünglichen Volumens). 
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Infiltrationsmedium: 
½ MS-Medium mit Vitaminen 
5% Saccharose 
Tween-20 
pH 5,8/KOH 
 
Nach dem Entfernen der Schoten und offenen Blüten wurden die auf Erde gewachsenen 
Arabidopsis thaliana Pflanzen in einem Vakuumexsikkator kopfüber in die 
Agrobakterienlösung getaucht, so dass Blüten und Knospen gut bedeckt waren. Mit Hilfe 
einer Wasserstrahlpumpe wurde für 3 x 5 Minuten ein Vakuum angelegt. Anschließend 
wurden die Blüten noch einmal mit der Agrobakteriensuspension benetzt und die Pflanzen 
für die nächsten zwei Tage mit einer Plastikhaube abgedeckt, die zur Aufrechterhaltung 
einer hohen Luftfeuchtigkeit von innen mit Leitungswasser gesprüht wurde. 
 
 
2.2.6.  Fütterung von A. thaliana mit Phytohormonen 
 
A. thaliana Pflanzen wurden auf MS-Platten angezogen und nach ca. 3-4 Wochen auf 
frisches Medium umgesetzt, das mit verschiedenen Substanzen versetzt wurde. Dabei 
wurden die zusätzlichen Komponenten nach Abkühlen des autoklavierten MS-Mediums 
kurz vor dem Gießen der Platten hinzugefügt. 
 
 
2.2.7.   Mikrobiologische Methoden 
 
2.2.7.1. Anzucht und Transformation von Escherichia coli 
 
2.2.7.1.1.  Anzucht von E. coli 
 
Für die Anzucht der in 2.1.3.1 aufgeführten E. coli-Stämme wurde eine Kolonie von einer 
Platte oder 10 µl einer Glyzerinstammkultur in 5 ml LB-Medium angeimpft und über 
Nacht im Schüttelinkubator (G25 Incubator Shaker, New Brunswick Scientific Co Inc., 
Edison, New Jersey, USA; 250 rpm) bei 37°C inkubiert. Falls erforderlich, wurden 
Antibiotika zur Selektion hinzugesetzt. Stammkulturen wurden angelegt, indem 500 µl der 
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entsprechenden Bakterienkultur mit 500 µl 60%igem Glyzerin versetzt, gut gemischt und 
in flüssigem Stickstoff gefroren und bei -80°C aufgewahrt wurden. 
 
LB-Medium 
10 g Trypton 
5 g  Hefeextrakt 
10 g NaCl      ad 1 l H2Odd 
 
LB-Platten 
LB-Medium mit 1,5% (w/v) Bacto-Agar (Difco) 
 
Indikatorplatten 
2 g Trypton 
1 g Hefeextrakt 
0,2 g NaCl 
0,5 g MgCl2 
3 g Agar 
400µl Ampicillin (50 mg/ml in 1 M Tris-Cl pH 8.0) 
1 ml 2% (w/v) X-Gal in Dimethylformamid 
40 mg IPTG      ad 200 ml H2Odd 
 
 
Antibiotikakonzentrationen: 
Ampicillin 100 µg/ml 
Kanamycin 25 µg/ml 
 
 
2.2.7.1.2.  Herstellung von TSS-kompetenten Zellen 
 
Zur Herstellung TSS-kompetenter Bakterien wurden nach der Methode von Chung & 
Miller (Chung und Miller, 1993) verfahren. Bakterien des DH5α-Stammes wurden in 5 ml 
LB-Medium angeimpft und über Nacht bei 37°C im Schüttelinkubator (New Brunswick 
G25, Edison/USA) angezogen. Danach wurde 1 ml der Übernachtkultur in einen 
Erlenmeyerkolben mit 100 ml frischem LB-Medium überimpft und 2 h bei 37°C unter 
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Schütteln bis zum Anfang der exponentiellen Wachstumsphase inkubiert (OD600 = 0.3-0.4). 
Die Kultur wurde dann auf SS34-Becher verteilt und die Zellen im SS34-Rotor für 10 min 
bei 3.000 rpm sedimentiert. Die Sedimente wurden in 10 ml eisgekühltem TSS-Medium 
aufgenommen und vereinigt, 15 min auf Eis gestellt, zu 50 µl in 1.5 ml Eppendorfgefäße 
aliquotiert und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C. 
 
 
LB-Medium: 
2.2.7.1.1 
 
 
TSS: 
10% (w/v)  Polyethylenglykol 8000 in LB-Medium 
5% (v/v)  Dimethylsulfoxid (DMSO) 
20-50 mM MgCl2 
20-50 mM MgSO4 
pH 6,5/NaOH 
autoklavieren 
 
 
2.2.7.1.3. Transformation von TSS-kompetenten Bakterien 
 
Zu 50 µl auf Eis aufgetauten kompetenten Zellen wurde der gesamte Ligationsansatz oder 
50-200 ng Plasmid-DNA gegeben und für 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden 
die Zellen für 90 s einem Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt, kurz auf Eis abgekühlt und mit 
1 ml LB-Medium versetzt. Die Kultur wurde für 1 h bei 37°C leicht geschüttelt. Von 
diesem Ansatz wurden 200-1000 µl auf eine LB-Agarplatte ausgestrichen und über Nacht 
im Brutschrank bei 37°C kultiviert. 
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2.2.7.2. Anzucht und Transformation von Agrobacterium tumefaciens 
 
2.2.7.2.1. Anzucht von A. tumefaciens 
 
Agrobakterien wurden in YEB-Medium mit selektiven Antibiotika bei 28°C unter 
Schütteln angezogen (250 rpm). Die Lagerung der Bakterien erfolgte auf Agarplatten für 
einige Wochen bei 4°C und längerfristig als Glyzerin-Stammkulturen bei -80°C. 
 
YEB-Medium: 
5 g Bacto-Pepton 
5 g Fleischextrakt (Rind) 
1 g Hefeextrakt 
5 g Saccharose 
0,5 g MgSO4 x 7 H2O  ad 1 l H2Odd 
 
YEB-Platten: 
YEB-Medium mit 1,5% (w/v) Agar 
 
Antibiotikakonzentrationen: 
Carbenicillin  100 µg/ml 
Gentamycin  25 µg/ml 
Kanamycin  100 µg/ml 
Rifampicin  150 µg/ml 
Tetracyclin  12 µg/ml 
 
 
2.2.7.2.2. Herstellung elektrokompetenter Agrobakterien 
 
Als Vorkultur wurden Agrobakterien in 5 ml MGL angeimpft. Nachdem diese bis zur 
frühen Sättigung gewachsen waren, wurde die Vorkultur in 100 ml MGL verdünnt, so dass 
die OD600 ca. 0.04-0.08 betrug. Die Agrobakterien wurden ca. 4 h bis zu einer            
Zelldichte von OD600 = 0.5 angezogen. Die Zellen wurden dann abzentrifugiert (5 min, 
4°C, 2.500 g) und in 40 ml eisgekühltem 1 mM HEPES (pH 7.0) resuspendiert. Nach 
erneuter Zentrifugation wurden die Agrobakterien im gleichen Volumen eisgekühltem       
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1 mM HEPES (pH 7.0), 10% (v/v) Glyzerin aufgenommen, wiederum sedimentiert und 
dann in 2 ml eiskaltem 1mM HEPES (pH 7.0), 10% (v/v) Glyzerin resuspendiert. Die 
Suspension wurde auf zwei Eppendorfgefäße verteilt, für 30 s sedimentiert und in 200-400 
µl HEPES/Glyzerin aufgenommen. 50 µl-Aliquots der kompetenten Agrobakterien wurden 
in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. 
 
MGL-Medium: 
0,5% (w/v) Bacto-Trypton 
0,25% (w/v) Hefe-Extrakt 
0,5% (w/v) NaCl2 
0,5% (w/v) Mannit 
0,116% (w/v) Na-Glutamat 
0,025% (w/v) KH2PO4 
0,01% (w/v)  MgSO4 
1 mg  Biotin   ad 1 l H2Odd 
 
autoklavieren 
 
 
2.2.7.2.3. Elektrotransformation von Agrobacterium tumefaciens 
 
Zu 50 µl gefrorenen, kompetenten Agrobakterien wurden 2 µl DNA (0,5 µg) gegeben und 
2 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Bakterien in eine eiskalte 0,2 cm 
Elektroporationsküvette (PEQlab, Erlangen) überführt. Die Elektroporation erfolgte bei 25 
µF, 400 Ω und 2,5 kV Puls. Der Transformationsansatz wurde sofort mit 1 ml YEB-
Medium versetzt und 2 h bei 28°C unter leichtem Schütteln inkubiert. Dann wurden die 
Zellen für 30 s bei 13.000 rpm abzentrifugiert und in 200 µl YEB-Medium resuspendiert. 
10-50 µl wurden auf eine YEB-Agarplatte mit entsprechenden Antibiotika ausgestrichen, 
die Platte mit Parafilm abgedichtet, und nach 3 bis 4 Tagen Inkubation bei 28°C konnten 
einzelne Kolonien transformierter Agrobakterien großflächig auf weitere selektierende 
YEB-Platten ausgestrichen werden. 
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2.2.7.3. Anzucht und Transformation von Saccharomyces cerevisiae 
 
YPD-Medium: 
1% (w/v) Bacto-Pepton 
0,5% (w/v) Hefeextrakt 
2% (w/v) Glukose   
autoklavieren 
 
YPD-Agarplatten: 
YPD-Medium mit 2% (w/v) Bacto-Agar (Difco) 
 
SC-Minimalmedium: 
0,67% (w/v) Yeast Nitrogen Base 
5% (w/v) 40% (w/v) Glukoselösung, sterilfiltriert 
1% (v/v) 10x Dropout (-Ura) 
 
SC-Platten: 
SC-Minimalmedium mit 2% (w/v) Bacto-Agar (Difco) 
 
10 x Dropout (-Ura): 
0,03% (w/v) Isoleucin 
0,15% (w/v) Valin 
0,02% (w/v) Adenin 
0,02% (w/v) Arginin 
0,02% (w/v) Histidin 
0,1% (w/v) Leucin 
0,03% (w/v) Lysin 
0,02% (w/v) Methionin 
0,05% (w/v) Phenylalanin 
0,2% (w/v) Threonin 
0,02% (w/v) Tryptophan 
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1 x TE-Puffer: 
10 mM Tris/HCl, pH 7.5 
1 mM  EDTA 
 
1 x LiAc/0,5 x TE 
5 mM  Tris/HCl, pH 7.5 
100 mM Lithiumacetat 
0,5 mM EDTA 
 
1 x LiAc/40% PEG-3350/1 x TE 
10 mM Tris/HCl, pH 7.5 
100 mM Lithiumacetat 
1 mM  EDTA 
40% (w/v) PEG-3350 
 
 
10 ml YPD-Medium wurden mit einer Einzelkolonie InvSc1 angeimpft und über Nacht bei 
30°C geschüttelt. Dann wurde die Kultur zu einer OD600 von ca. 0.4 in 50 ml YPD-
Medium verdünnt und weitere 2-4 h herangezogen. Nach Zentrifugation der Zellen für 15 
min bei 1.500 xg und Aufnahme des Pellets in 40 ml 1 x TE, wurden die Zellen wieder 15 
min abzentrifugiert und in 2 ml 1 x LiAc/0,5 x TE aufgenommen. Es folgte eine 
Inkubation bei RT für 10 min. Für jede Transformation wurde nun 1 µg Plasmid-DNA mit 
100 µg denaturierter Heringssperm-DNA und mit 100 µl der Hefezellen-Suspension 
gemischt. Nach Zugabe von 700 µl 1 x LiAc/40% PEG-3350/1 x TE wurde der Ansatz für 
30 min bei 30°C inkubiert, bevor 88 µl DMSO zugegeben und die Suspension sorgfältig 
durchmischt wurde. Anschließend wurden die Hefezellen für 7 min einem Hitzeschock bei 
42°C ausgesetzt und 10 s anzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das Sediment in 
1 ml TE aufgenommen, erneut zentrifugiert, das Pellet schließlich in 50-100 µl 1 x TE 
resuspendiert und auf SC/-Ura-Platten zur Selektion auf fehlende Uracil-Auxotrophie in 
den Transformanden ausgestrichen. 
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2.2.8. Molekularbiologische Methoden 
 
2.2.8.1. Extraktion und Präparation von DNA 
 
2.2.8.1.1. Plasmid-DNA-Isolierung aus E. coli  
 
Plasmidisolierung aus E. coli nach Birnboim & Doly (1979) 
 
Am Vorabend wurden von einer Platte Klone gepickt oder 10 µl Bakterien aus 
Stammkulturen angeimpft. Die Anzucht der Zellen erfolgte über Nacht in 3 ml LB, 
versetzt mit dem entsprechenden Antibiotikum, bei 37°C im Schüttler (G25 Incubator 
Shaker, New Brunswick Scientific Co Inc., Edison, New Jersey, USA; 250 rpm).  
Am nächsten Tag wurden 500 µl der Kultur abgenommen, mit 500 µl 60%igem Glyzerin 
versetzt und als Stammkultur bei -80°C gelagert. Die restlichen Zellen wurden bei 14.000 
rpm für eine Minute abzentrifugiert. Die Sedimente wurden dann in 100 µl Lösung I 
aufgenommen und 5 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 200 µl Lösung II zur 
alkalischen Lyse der Zellen wurde kräftig gemischt und die Suspension für weitere 5 min 
bei RT inkubiert. Durch Zugabe von 150 µl eisgekühlter Lösung III wurde das Gemisch 
neutralisiert. Dabei fielen SDS, Proteine und die chromosomale DNA aus, die Plasmid-
DNA blieb in Lösung. Nach Inkubation für 10 min auf Eis wurden die Proben für 10 min 
bei 14.000 rpm zentrifugiert und der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Die 
DNA wurde anschließend durch Zugabe von 1 ml Ethanol gefällt, gewaschen und 
anschließend getrocknet. Die DNA-Pellets wurden mit 200 µl RNase/H2Odd-Lösung 
(RNase-Konzentration: 10 µg/ml) versetzt und für mindestens 30 min bei 37°C inkubiert. 
Um die RNase zu entfernen, wurden die Proben phenolisiert und mit Ethanol präzipitiert, 
danach gewaschen, im Exsikkator getrocknet und in einem adäquaten Volumen H2Odd 
aufgenommen. 
 
Lösung I: 
25 mM Tris/HCl, pH 8.0 
50 mM Glukose 
10 mM EDTA 
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Lösung II: 
0,2 M  NaOH 
1% (w/v) SDS 
 
Lösung III: 
3 M  Kaliumacetat, pH 4,8 
 
 
Plasmidisolierung aus E. coli mit Diatomerde 
 
Größtenteils wurden Plasmide mit dem Quantum Prep Plasmid Miniprep Kit (BioRad, 
München) isoliert. Dabei wurden die pelletierten Bakterienzellen in 200 µl Lösung I 
resuspendiert und gevortext. Zur Lyse der Zellen wurden 200 µl Lösung II zugegeben und 
10 x gemischt. Zur Neutralisierung wurden die Zellen mit 200 µl Lösung III versetzt und 
ebenfalls 10 x gemischt. Nach Zentrifugation für 5 min bei 14.000 rpm wurde der 
Überstand in Säulchen gefüllt, mit 200 µl DNA Bindungsmatrix gemischt und für 5 min 
zentrifugiert (14.000 rpm). Nach zwei Waschschritten erfolgte die Elution der DNA durch 
Zugabe von 100 µl Elutionspuffer und Zentrifugation für 1 min bei 14.000 rpm. 
 
Lösung I: 
50 mM Glucose 
25 mM Tris-HCl, pH 8.0 
10 mM EDTA, pH 8.0 
20 µg/ml RNase A   
 
Lösung II: 
0,2 N  NaOH 
1%  SDS 
 
Lösung III: 
5,3 M  Guanidin-HCl 
0,7 M  Kaliumacetat, pH 5.0 
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Bindungsmatrix: 
5,3 M  Guanidin-HCl 
20 mM Tris pH 8.0 
0,15 g/ml Diatomerde 
 
Waschpuffer: 
20 mM Tris-HCl, pH 8.0 
2 mM  EDTA, pH 8.0 
0,2 M  NaCl 
50%  Ethanol 
 
 
2.2.8.1.2. Schnellpräparation genomischer DNA aus Pflanzengewebe 
 
Die Präparation genomischer Pflanzen-DNA für PCR-Analysen erfolgte nach einem 
modifizierten Protokoll nach Edwards et al. (1991). 
Ein bis drei Rosettenblätter von A. thaliana wurden in 1,5 ml Eppendorfgefäßen geerntet 
und entweder sofort verarbeitet oder in flüssigem Stickstoff eingefroren und bis zur 
Verwendung bei -80°C gelagert. Das Blattmaterial wurde dann mit einem Bohrer ca. 15 s 
bei RT zerrieben. Das homogenisierte Gewebe wurde mit 400 µl Extraktionspuffer in ein 
Eppendorfgefäß überführt und kurz gevortext. Gewebetrümmer wurden bei 13.000 rpm für 
2 min sedimentiert und 300 µl des Überstandes mit dem gleichem Volumen Isopropanol in 
einem frischen Reaktionsgefäß vermischt. Nach 5 min Inkubation bei RT wurde die 
gefällte DNA bei 13.000 rpm für 5 min pelletiert. Der Überstand wurde abgegossen, das 
Pellet mit 70%igem Ethanol gewaschen und das Sediment im Exsikkator oder unter dem 
Abzug getrocknet. Die Aufnahme des Pellets erfolgte in 30-50 µl 1 x TE oder H2Odd. Je 
PCR-Ansatz wurden 1-3 µl der Präparation eingesetzt. 
 
Extraktionspuffer: 
200 mM Tris/HCl, pH 7.5 
250 mM NaCl 
25 mM EDTA 
0,5% (w/v) SDS 
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2.2.8.1.3. Präparation genomischer DNA nach der CTAB-Methode 
 
Eine schnelle Möglichkeit zur Präparation genomischer DNA in guter Qualität (z. B. für 
Southern Blot Analysen geeignet) stellt die Isolation von DNA aus Arabidopsis thaliana 
Blüten nach der Methode von Liu (Liu et al., 1995) dar. Dazu wurden zwei bis drei 
Blütenstände in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß geerntet und in flüssigem Stickstoff 
eingefroren. Mit einem Bohrer wurde das Pflanzenmaterial zerrieben und unter Zugabe 
von 2 x 250 µl Extraktionspuffer homogenisiert. Dann wurden 400 µl PCI hinzugefügt und 
vorsichtig und gründlich gemischt und 10 min bei 3.500 rpm zentrifugiert. Der Überstand 
wurde in frische Reaktionsgefäße überführt und die DNA mit 0,8 Volumen Isopropanol für 
10 min bei RT gefällt. Nach Zentrifugation von 10 min bei 3.500 rpm wurde der Überstand 
verworfen, das Pellet zweimal mit 70% Ethanol gewaschen und 15 min unter dem Abzug 
getrocknet. Das Pellet wurde danach in 50 µl TE/RNaseA (10 µg/ml) resuspendiert und 
konnte bei -20°C gelagert werden. Für einen anschließenden Verdau der DNA für 
genomische Southern Blots wurden 32 µl der DNA in einem Gesamtvolumen von 40 µl 
eingesetzt. 
 
2 x Puffer: 
0,6 M  NaCl 
100 mM Tris/HCl, pH 7.5 
40 mM EDTA 
4% (w/v) Sarkosyl 
1% (w/v) SDS 
 
Extraktionspuffer: 
25 ml  2 x Puffer 
20 ml  12 M Harnstoff 
2,5 ml  Phenol 
2,5 ml  H2O 
 
PCI: 
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol 25:24:1 
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TE: 
10 mM Tris/HCl, pH 8.0 
1 mM  EDTA 
 
 
2.2.8.4. Identifizierung von T-DNA Insertionslinien in A. thaliana  
 
SALK-Linien sind T-DNA Insertionslinien vom Salk Institute Genome Analysis 
Laboratory, SIGnAL. Die Datenbank enthält T-DNA Insertionslinien mit Angabe der 
Position der Insertion. Die Insertionslinien sind der Alonso/Crosby/Ecker-Kollektion mit 
dem Hintergrund Arabidopsis thaliana Col-0 entnommen. Der Vertrieb der Samen wurde 
über das Arabidopsis Biological Resource Center, ABRC abgewickelt. 
 
Die genomische DNA der aus den Samen gewonnenen Pflanzen wurde isoliert und mittels 
PCR (2.2.8.9.1) mit genspezifischen und T-DNA-spezifischen Oligonukleotiden auf die 
Gegenwart der T-DNA hin überprüft.  
 
 
2.2.8.5. Elektrophorese von DNA  
 
Nukleinsäuren wurden für analytische und präparative Zwecke durch horizontale Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt (Maniatis, 1982). In Abhängigkeit von der zu erwartenden 
Fragmentgröße wurden 0,8-2%ige (w/v) Agarosegele hergestellt. Die eingewogene 
Agarose wurde in dem erforderlichen Volumen 1 x Tris-Acetat Puffer im Mikrowellenherd 
aufgekocht, bis die Agarose vollständig gelöst war. Dann wurde eine 
Ethidiumbromidlösung zu einer Endkonzentration von 5 µg/ml zugegeben und die Lösung 
in eine Gelkammer gegossen. Ethidiumbromid interkaliert in doppelsträngige DNA und 
kann diese unter UV-Licht sichtbar machen. Ein eingesteckter Gelkamm diente zur 
Bildung von Probentaschen. Nach Erstarren des Gels wurde es mit 1 x Tris-Acetat Puffer 
bedeckt. Als Standard zur Größenbestimmung der DNA-Fragmente wurde ein 1 kb 
Längenstandard (Invitrogen, Eggenstein) verwendet. Die DNA-Proben wurden vor dem 
Auftragen in die Geltaschen mit Stopp-Puffer versetzt. Es wurde eine Stromstärke von 1-
1.5 mA pro cm2 Gelfläche, bis zur ausreichenden Auftrennung der DNA, angelegt.  
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DNA-Fragmente konnten aus dem Gel herausgeschnitten und mit Hilfe von QIAquick Gel 
Extraction Kit oder MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen GmbH, Hilden) nach  den 
Anweisungen des Herstellers isoliert werden. 
 
10 x Stopp-Puffer: 
20% (w/v) Ficoll 400 
100 mM EDTA 
1% (w/v) SDS 
0,05% (w/v) Bromphenolblau 
0.05% (w/v) Xylenblau 
 
Tris-Acetat-Puffer: 
40 mM Tris-Acetat, pH 7.5 
1 mM  EDTA 
 
Ethidiumbromidlösung: 
5% (w/v) Ethidiumbromid in Methanol 
 
 
2.2.8.6. Quantifizierung von DNA 
 
2.2.8.6.1. Photometrische Quantifizierung von DNA 
 
Nukleinsäuren absorbieren maximal bei einer Wellenlänge von λ =260 nm. Aus der 
Absorption der Lösungen bei λ = 260 nm kann unter Kenntnis des 
Extinktionskoeffizienten der Nukleinsäure bei dieser Wellenlänge die Konzentration 
berechnet werden. Verunreinigungen der DNA-Präparationen z. B. durch Phenole und 
Polysaccharide konnten über die Absorptionsverhältnisse A260/A280 und A260/A230 überprüft 
werden. Die Werte sollten dabei zwischen 1,7 und 2 liegen.  
Für die Messung der Konzentration wurde die DNA mit TE-Puffer verdünnt und die 
Absorption bei den entsprechenden Wellenlängen in einer Quarzküvette gegen TE-Puffer 
als Referenz im Photometer (Ultrospec III, Pharmacia, Freiburg) gemessen. Die 
Absorptionsdifferenz von 0,1 entspricht einer Konzentration von 50 µg DNA/ml. 
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2.2.8.6.2. Abschätzung von Nukleinsäurekonzentrationen in Agarosegelen 
 
DNA-Mengen konnten durch den Vergleich der Quantifizierungsergebnisse der 
aufgetragenen Proben mit denen des Molekulargewichtsmarkers bekannter Konzentration 
abgeschätzt werden. 
 
 
2.2.8.7. Southern-Blot  
 
2.2.8.7.1. Southern-Blot für genomische DNA 
 
Für Southern-Blot Analysen (Southern, 1975) wurde die isolierte genomische DNA 
(2.2.8.1.3) mit Restriktionsenzymen gespalten und auf einem 0,8%igen Agarosegel 
aufgetrennt. Nach der Elektrophorese wurde die DNA zunächst denaturiert, indem man das 
Gel für 30 min unter leichtem Schwenken in Denaturierungslösung inkubierte. Nach 
Neutralisierung für 30 min in Neutralisierungspuffer wurde mit einer hochkonzentrierten 
Salzlösung (20 x SSC) geblottet.  
Dabei wird der 20 x SSC-Puffer unter Ausnutzung der Kapillarkräfte durch das Gel und 
die Membran in einen Stapel von Papiertüchern gesogen. Die DNA wandert mit und wird 
an die Membran gebunden. 
Beim Aufbau des Blots wurde zunächst 20 x SSC in eine Wanne gefüllt, mit einer 
Glasplatte abgedeckt und Whatman Papier über die Glasplatte gelegt, so dass es auf beiden 
Seiten in den Puffer eintauchte. Das Gel wurde mit der Oberseite nach unten auf das mit 20 
x SSC getränkte Whatman Papier gelegt, darauf wurde dann eine mit 1 x SSC getränkte 
Nylonmembran (HybondTM-N+, Amersham Pharmacia Biotech UK Ltd., 
Buckinghamshire, England) positioniert. Das Gel wurde abgedichtet, auf die Membran 4 
Lagen mit SSC getränktem Whatman-Papier gelegt und darüber ein ca. 5 cm hoher Stapel 
Küchenpapier positioniert. Zur Beschwerung des Blots wurde eine Glasplatte und ein 
Gewicht von ca. 1 kg aufgelegt. Nach 12-16 h konnte der Blot abgebaut werden, die 
Membran wurde kurz in 2 x SSC geschwenkt, im „Stratalinker“ (Stratagene Europe, 
Amsterdam, NL) mit UV bestrahlt (kovalente Bindung der DNA) und getrocknet. 
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20 x SSC: 
0,3 M  Na-Citrat 
3 M  NaCl 
 
Denaturierungslösung: 
1,5 M   NaCl 
0,5 M  NaOH 
pH 12-13 
 
Neutralisierungslösung: 
2 M  NaCl 
1 M  Tris-HCl 
pH 5,5 
 
 
2.2.8.7.2. Herstellung radioaktiv markierter DNA-Sonden 
 
Bei der Herstellung radioaktiv markierter DNA-Fragmente (Labeling) nach Feinberg und 
Vogelstein (1983) wird 32P über die α-Phosphatgruppe von α-[32P]-dATP in das Zucker-
Phosphat-Rückgrat enzymatisch synthetisierter Nukleinsäuren eingebaut.  
Dafür wird die zu markierende DNA zunächst denaturiert (95%) und der komplementäre 
DNA-Strang anschließend durch eine DNA-Polymerase neu synthetisiert. Da der Reaktion 
ein radioaktives Desoxynukleotid zugesetzt wird, kann der neu synthetisierte Strang mit 
einer hohen spezifischen Aktivität markiert werden. Als Primer für die Neusynthese dienen 
Desoxyhexanukleotide mit zufälliger Sequenz, die an beliebige Stellen eines DNA-
Einzelstranges binden können. 
 
30 µl DNA-Lösung (200-500 ng) wurden mit 10 µl Oligomarkierungspuffer versetzt, für 
10 min auf 95°C zur Denaturierung der DNA-Stränge erhitzt und danach sofort auf Eis 
gestellt. Nach dem Abkühlen und Abzentrifugieren der Lösung wurden 2 µl BSA (1 µg/µl) 
und 3 U Klenow-Fragment (Boehringer, Mannheim), sowie ca. 30 µCi [32P]-dATP 
hinzugegeben. Der Ansatz wurde für 4 h bei 37°C oder über Nacht bei 30°C inkubiert. Der 
Einbau der Radioaktivität wurde durch eine Fällung für 5 min auf Eis mit einem Ansatz 
aus Trichloressigsäure (TCA) und Heringssperm-DNA mit anschließender Zentrifugation 
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(7 min, 13.000 rpm) und Vergleich der Aktivitäten in Sediment und Überstand kontrolliert. 
Ab einer Markierungsrate von mindestens 70% wurden die Ansätze weiter aufgearbeitet.  
Die Trennung der Sonde von nicht eingebauten Nukleotiden fand über eine Säule 
(MicroSpin S-200 HR Colum, Pharmacia, Freiburg) statt. 
 
Oligomarkierungspuffer (5x): 
Lösung A : Lösung B : Lösung C 
100       : 250     : 100 
 
Lösung A: 
1,25 M Tris/HCl, pH 8.2 
125 mM MgCl2 
2% (v/v) ß-Mercaptoethanol 
je 0,5 M dCTP, dGTP, dTTP 
 
Lösung B: 
2 M  HEPES/NaOH, pH 6.6 
 
Lösung C: 
3,6 µg/µl Desoxyhexanukleotide 
 
TCA-Ansatz (Fällung): 
100 µl  H2O 
5 µl  Heringssperm-DNA (10mg/ml), denaturiert 
1,5 µl  Labeling-Ansatz 
135 µl  TCA (20%) 
 
 
2.2.8.7.3. Hybridisierung von Southern-Blots 
 
Die Nylonmembran mit der fixierten DNA wurde bei 65°C für 2 h in 
Hybridisierungslösung mit 1/100 Volumen 0,01% Heringssperm-DNA vorinkubiert. Dann 
wurde die markierte Sonde für 10 min bei 95°C denaturiert, zur Vorhybridisierung 
gegeben und über Nacht im Hybridisierungsofen (Fa. Hybaid, Heidelberg) inkubiert. 
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Danach wurde die Membran zur Entfernung der unspezifisch gebundenen Radioaktivität 
mehrmals mit zunehmender Stringenz, also abnehmender Salzkonzentration, für jeweils 20 
min bei 65°C gewaschen. Auf die getrocknete Membran wurde für mehrere Stunden bis zu 
einigen Tagen ein Phosphor Screen (Molecular Dynamics, Krefeld) gelegt. Die 
Auswertung der radioaktiven Signale erfolgte nach Einscannen der auf dem Screen 
gespeicherten Informationen auf einem Phosphorimager (Storm 860, Molecular Dynamics, 
Krefeld) mit dem Computerprogramm Image Quant Mac (Version 1.2). 
 
100 x Denhardt: 
2% (w/v) Ficoll 40 
2% (w/v) PVP 40 
2% (w/v) BSA 
 
Hybridisierungslösung: 
4-6 x  SSC 
3-4 x  Denhardt 
0,5% (w/v) SDS 
 
Waschlösung: 
0,5-2 x  SSC 
0,5% (w/v) SDS 
 
Heringssperm-DNA: 
0,01% (w/v) Heringssperm-DNA, sonifiziert  
 
 
2.2.8.8. Enzymatische Modifikation von DNA  
 
2.2.8.8.1. Spaltung mit Restriktionsendonukleasen 
 
Die Spaltung mit Restriktionsendonukleasen erfolgte in den von den Herstellern 
mitgelieferten Puffern. Es wurden 0,5-3 U Enzym pro µg DNA eingesetzt. Die 
Enzymaktivität pro 1 U ist definiert als die Menge an Enzym, die benötigt wird, um 1 µg 
der DNA in 60 min bei der korrekten Temperatur und im entsprechenden Puffer in einem 
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50 µl Ansatz vollständig zu verdauen. Der Restriktionsansatz wurde für 1-4 h bei der für 
das entsprechende Enzym angegebenen Temperatur inkubiert.  
 
 
2.2.8.8.2. Dephosphorylierung von Klonierungsvektoren 
 
Zu dem linearisierten Vektor wurden 1 U SAP (alkalische Phosphatase aus Shrimps; 
„shrimp alkaline phosphatase“) und 1 x Dephosphorylierungspuffer in einem Volumen 
von 10 µl hinzugefügt. Der Ansatz mit glatt endenden („blunt-end“) DNA-Fragmenten 
wurde für 60 min bei 65°C, der mit überhängend endenden („sticky end“) DNA-
Fragmenten für 10 min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde die SAP für 15 min bei 
65°C inaktiviert. 
 
 
2.2.8.8.3. Ligation von DNA-Fragmenten 
 
Die T4-DNA-Ligase verbindet DNA-Fragmente, die endständige 3´-OH-Gruppen tragen, 
mit solchen, die 5´-Phosphatgruppen besitzen. Die Reaktion findet unter ATP-Hydrolyse 
statt. Dabei können sowohl zueinander komplementäre als auch glatte Enden miteinander 
verknüpft werden. Für Ligationen in einem linearisierten Vektor wurden 100-200 ng 
Vektor-DNA eingesetzt. Das DNA-Fragment und der Vektor wurden im molaren 
Verhältnis 5:1 in einem Gesamtvolumen von 20 µl 1 x Ligase-Puffer (Promega) gemischt 
und mit 1-2 U T4-DNA-Ligase (Promega) versetzt. Die Reaktion wurde über Nacht bei 
13°C durchgeführt. 
 
 
2.2.8.8.4. Klonierung in TOPO-TA® Vektoren 
 
Die Klonierung von PCR-Produkten in den TOPO-TA® Vektor erfolgte nach den 
Angaben des Herstellers (Invitrogen GmbH, Karlsruhe). 
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2.2.8.9. PCR (Polymerase-Kettenreaktion) 
 
2.2.8.9.1. PCR (Standardmethode) 
 
Die PCR (Polymerase chain reaction) ist eine Primer-gesteuerte Methode der 
enzymatischen Amplifikation spezifischer DNA-Sequenzen. Das Prinzip der in vitro DNA-
Vermehrung beruht auf einem sich 25-35fach wiederholenden Zyklus aus Denaturierung 
der DNA, Bindung der reziproken Oligonukleotide und Neusynthese der DNA-Stränge 
durch eine hitzestabile DNA-Polymerase aus dem Bakterium Thermus aquaticus (Taq-
Polymerase). Die Verdopplung einer spezifischen DNA-Sequenz mit jedem Zyklus 
bedeutet einen exponentiellen Anstieg der Konzentration des von den Primern definierten 
DNA-Fragmentes. 
 
Ein Standard-Ansatz für eine PCR enthielt jeweils: 
 
1/10 Vol 10 x PCR-Puffer (z. B. Qiagen)  
0,2 µl  dNTPs, je 10 mM 
0,5 µl  for-Primer (10 pmol/µl) 
0,5 µl  rev-Primer (10 pmol/µl) 
1 U  Taq-Polymerase 
1-2 µl  DNA-Präparation  ad 25 µl mit H2Odd 
 
Die PCRs wurden in verschiedenen Thermozykler-Geräten durchgeführt. 
Ein Standard-Programm setzt sich wie folgt zusammen: 
 
Denaturierung:  94°C, 3 min 
__________________________________ 
Denaturierung:  94°C, 1 min 
Annealing:   Tann., 30 s  ca. 34 Zyklen 
Elongation:   72°C, x min 
__________________________________ 
Elongation:   72°C, 3 min 
konstante Temperatur: 4°C, ∞ 
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Die Annealing-Temperatur (Tann.) wird aus dem GC-Gehalt der eingesetzten Primer 
berechnet: Tann. = 2 °C x (A + T) + 4 °C x (G + C) 
 
A = Anzahl der dATP in der Primersequenz 
T = Anzahl der dTTP in der Primersequenz 
G = Anzahl der dGTP in der Primersequenz 
C = Anzahl der dCTP in der Primersequenz 
 
Die Elongationszeit richtet sich nach der Länge des zu amplifizierenden Fragments, pro 1 
kb wurde 1 min eingestellt. 
 
 
2.2.8.9.2. PCR-Walking 
 
Mit Hilfe des PCR-Walking können in T-DNA Insertionslinien die T-DNA flankierenden 
DNA-Sequenzen ermittelt werden. Die Methode, modifiziert nach Varotto et al. (2000) 
und Cottage et al. (2001), diente zur Identifizierung der T-DNA-Insertionsstellen in den in 
dieser Arbeit hergestellten „Activation tagging“  Mutante. 
Hierzu wurde die isolierte genomische DNA (50-100 ng) einer T-DNA Insertionslinie mit 
zwei Restriktionsenzymen (blunt-end) bei 37°C für 2-3 h verdaut und mit asymmetrischen 
Adaptoren ligiert. Durch die Kombination von Adaptor spezifischen Primern mit T-DNA 
spezifischen Oligonukleotiden, ist es möglich, unbekannte genomische T-DNA 
flankierende Regionen zu amplifizieren.  
Zur Generierung einer Bindestelle für den Adaptor Primer, wurde nach der Ligation eine 
enzymatische Primerverlängerung (primer extension) mit einem Walking Primer 
durchgeführt. Anschließend erfolgte eine PCR mit nach innen versetzten, den Walking und 
Adaptor Primer überlappenden Oligonukleotiden. Die PCR-Produkte konnten direkt oder 
nach Zwischenklonierung in einen Vektor sequenziert werden. 
 
1. Ansätze für den DNA-Verdau: 
50-100 ng genomische DNA 
2 µl  10 x Csp6I/Hin6I Puffer 
2 U  Csp6I/Hin6I   ad 20 µl H2Odd 
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2. Vorbereitung der Adaptor-Ansätze APL1632 (Csp6I) und APL1732 (Hin6I) 
 
Annealing Puffer: 
10 mM Tris, pH 7.5 
10 mM MgCl2 
 
Die Primer wurden in Annealing Puffer auf 25 pmol/µl verdünnt und zu gleichen Anteilen 
gemischt, um folgende Kombinationen zu erhalten: 
 
LR32 + APL16 = APL1632 
LR32 + APL17 = APL1732 
 
Die Ansätze wurden für 5 min bei 80°C inkubiert, sehr langsam abgekühlt und bei -20°C 
gelagert. 
 
 
3. Ligation: 
2 µl 10 x Ligase-Puffer (Promega) 
2 µl APL1632/APL1732 
0,5 µl DNA-Verdau 
5 µl Ligase  (Promega)  ad 20 µl H2Odd 
  
Die Ligation wurde bei 16°C über Nacht durchgeführt. 
 
 
4. Primerverlängerung: 
4 µl Ligationsansatz 
10 µl 5 x Go taq Puffer (Promega) 
1 µl dNTPs (10 mM) 
1 µl Primer A 
0,2 µl Go taq (Promega)  ad 50 µl H2Odd 
 
 
 
  49 
                                                                                             Material und Methoden 
 
5. PCR: 
1 µl Ansatz Primerverlängerung 
10 µl 5 x Go taq Puffer (Promega) 
1 µl dNTPs (10 mM) 
2 µl Primer B 
2 µl LR26 
0,2 µl Go taq (Promega)  ad 50 µl H2Odd 
 
Beide PCRs (4 u. 5) wurden nach einen Standard-Programm durchgeführt (2.2.8.9.1). 
Bei den Primern A und B handelte es sich um T-DNA spezifische Primer. 
 
Nach der PCR wurde das Produkt komplett elektrophoretisch aufgetrennt, die Banden 
herausgeschnitten und die DNA eluiert. Anschließend wurden die DNA-Fragmente in den 
pCR® 2.1-TOPO® Vektor zwischenkloniert und mit Vektor spezifischen Primern 
(TOPO®-TA, Invitrogen) sequenziert.  
 
 
2.2.8.9.3. Colony-PCR 
 
Kolonien von Agrobakterien wurden mit Hilfe einer PCR, für die ganze Bakterienzellen 
eingesetzt wurden, auf das transformierte Konstrukt überprüft. 
Mit einer sterilen Pipettenspitze wurde etwas Kolonie von der Agar-Platte entnommen und 
in ein PCR-Gefäß mit 20 µl H2Odd überführt. Es wurde 20 min bei 94°C in einem PCR-
Cycler inkubiert, um die DNA freizusetzen. Die PCR (Standardmethode) wurde im 
Anschluss daran durchgeführt. 
 
 
2.2.8.10. DNA-Sequenzierungen 
 
Die Sequenzanalyse basierte auf dem Big Dye® Terminator v. 3.1 System der Firma 
Applied Biosystems (Darmstadt), das die benötigten Reagenzien umfasste. 
Die Sequenzierungsreaktion erfolgte nach einem modifizierten Protokoll der 
Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977). Hierbei führen die für die Reaktion 
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eingesetzten Fluoreszenzfarbstoff-markierten Desoxynukleotide (Dye Terminatoren) zu 
einem statisch verteilten Kettenabbruch.  
 
 
Standard-Ansatz: 
2 µl  BigDye® Terminator 
1 µl   Primer (10 pmol/µl) 
0,5-1 µl dsDNA  ad 10 µl mit HPLC-H2O 
 
 
PCR-Programm: 
96°C 20 s 
_______________ 
96°C 10 s 
50°C 10 s   34 Zyklen 
60°C 4 min 
_______________ 
4°C ∞ 
 
Nach der Sequenzierungsreaktion wurden die Proben mit 10 µl HPLC-H2O aufgefüllt und 
zur weiteren Bearbeitung an das Institut für Genetik der Universität zu Köln abgegeben. 
Die Sequenzanalyse erfolgte mit Hilfe des ABI-PRISMTM 310 Genetic Analyser (PE 
Applied Biosystems GmbH), einem Mikroprozessor gesteuerten Elektrophorese- und 
Fluoreszenz-Detektions-Systems. 
 
 
2.2.8.11. Extraktion und Präparation von RNA 
 
2.2.8.11.1. RNA-Isolierung nach der Trizol-Methode 
 
Für die RNA Extraktion mit Trizol (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) wurden 50-100 mg 
Pflanzenmaterial in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß abgewogen und im flüssigen Stickstoff 
schockgefroren. Das Material wurde mit einem Bohrer unter Zugabe von 1 ml Trizol-
Reagenz homogenisiert. Nach Inkubation für 5 min bei RT, wurden die Proben mit 200 µl 
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Chloroform versetzt und 15 s geschüttelt. Daran folgte eine Inkubation von 2 min bei RT, 
bevor die Proben bei 12.000 xg und 4°C für 10 min zentrifugiert wurden. Der Überstand 
wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 0,5 ml Isopropanol gemischt. Nach 
Inkubation für 10 min bei RT, wurden die Proben bei 7500 xg, 4°C, für 5 min zentrifugiert, 
das Pellet mit Ethanol gewaschen und an der Luft ca. 20 min getrocknet. Das Pellet wurde 
dann in 30-50 µl DEPC-H2O resuspendiert. 
 
DEPC-H2O: 
0,2% DEPC (200 µl in 100 ml H2O) für mindestens 1 h rühren und autoklavieren 
 
 
2.2.8.11.2. Isolierung von RNA mit RNase-ALL 
 
Das gefrorene Blattmaterial wurde im Mörser unter flüssigem Stickstoff pulverisiert, zu 
dem Pulver wurde 2 ml RNase-ALL gegeben und für weitere 2 min homogenisiert. Das 
Homogenat wurde auf zwei 2 ml Reaktionsgefäße verteilt und bei RT stehengelassen. Zu 
diesen Homogenaten wurde jeweils 0,5 ml CI hinzugefügt, 10 s kräftig geschüttelt, 30 min 
auf Eis gelagert und anschließend für 10 min bei 12.000 xg zentrifugiert. Der wässrige 
Überstand (ca. 500 µl) wurde abgenommen, mit 0,7 Volumen 100% Ethanol und 1/20 
Volumen 1 N Essigsäure vermischt und für 30-60 min bei 4°C gelagert. Die RNA wurde 
durch Zentrifugation bei 14.000 xg, 4°C, für 10 min sedimentiert und das Pellet in 0,8 ml  
3 M Na-Acetat resuspendiert. Der Ansatz wurde 15 min bei 14.000 xg zentrifugiert, das 
Sediment zweimal vorsichtig mit 80% Ethanol gewaschen, an der Luft getrocknet und mit 
ca. 50 µl DEPC-H2O aufgenommen. 
 
RNase-ALL: 
50 g  Guanidinthiocyanat (Fluka) 
0,5 g  Na-N-Laurylsarcosin  ad 95 ml H2Odd 
 
danach Zugabe von: 
0,83 ml  3 M Na-Acetat, pH 5.2 
 
auf einer Heizplatte rühren und mit einigen Tropfen 10 N NaOH auf pH 7.0 einstellen 
 
  52 
                                                                                             Material und Methoden 
 
danach Zugabe von: 
0,7 ml ß-Mercaptoethanol  ad 100 ml H2Odd 
 
Die RNase-ALL-Lösung wurde in einem Volumenverhältnis von 1:1 mit 
wassergesättigtem Phenol gemischt. 
 
CI: 
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) 
 
 
2.2.8.11.3. Isolierung von RNA mit RNeasy® Plant Mini Kit 
 
Die Isolierung der RNA kann auch mit Hilfe des RNeasy® Plant Mini Kits (Qiagen) 
erfolgen. Dabei wird die Extraktion der RNA nach Angaben des Herstellers durchgeführt. 
 
 
2.2.8.12. Quantifizierung von RNA 
 
Wie die DNA (2.2.8.6.1) kann auch die RNA über die Absorption bei 260 nm bestimmt 
werden. Der Quotient A260/A280 sollte hierbei zwischen 1,6 und 1,7 liegen. Eine 
Extinktionsdifferenz von ∆E = 0,025 entspricht einer RNA-Konzentration von 1 µg/ml.  
Die Proben wurden 1:100 mit DEPC-H2O verdünnt und die Extinktion bei den 
Wellenlängen λ = 230, λ = 260 und λ = 280 am Photometer (Ultrospec III, Pharmacia, 
Freiburg) gemessen. 
 
 
2.2.8.13. RT-PCR 
 
Für den DNase Verdau wurden 1-2 µg RNA eingesetzt, die mit 10 U RNase freier DNase I 
(Roche, Mannheim) in 1 x First Strand Buffer für 20 min bei 37°C inkubiert wurden. Dann 
wurde das Enzym nach Zugabe von EDTA (Endkonzentration: 2,5 mM) für 10-15 min bei 
65°C inaktiviert.  
½ Volumen des DNase Verdaus (12,5 µl) wurde für die Reverse Transkription eingesetzt. 
Diese erfolgte mit Hilfe des SuperscriptTM II RNase H Reverse Transcriptase Kits von 
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Invitrogen. Der Reaktionsansatz enthielt 2 µl Oligo dT (500 ng/µl), 7,5 µl 5 x First Strand 
Buffer, 2,5 µl dNTPs (je 10 mM), 5 µl 0,1 M DTT und 1 µl SuperScript II Reverse 
Transkriptase. Der Ansatz wurde mit RNase freiem H2O auf 50 µl aufgefüllt. Nach einer 
Inkubation von 1 h bei 42°C wurde das Enzym durch Erhitzen auf 70°C für 15 min 
inaktiviert. Als DNA-Vorlage in der nachfolgenden PCR konnten 1-5 µl des Ansatzes 
eingesetzt werden. 
 
 
2.2.8.14. Microarray 
 
Unter Verwendung des Agilent Low RNA Input Fluorescent Linear Amplification Kit 
(Agilent Technologies, USA) wurde ein Expressionsprofil bestimmter A. thaliana 
Pflanzenlinien erstellt. Gene, deren Expression sich in den zu vergleichenden Proben 
unterscheidet, konnten durch Scannen des Microarrays mit einem Laser-Detektions-
System identifiziert werden.   
Dafür wurde aus den entsprechenden Pflanzengeweben (Blatt und Wurzel) isolierte, sehr 
reine, RNA verwendet. Die Synthese der mit Fluoreszenzfarbstoffen markierten cRNA und 
die Hybridisierung der cRNA mit Agilent 60-mer Oligo arrays wurden nach Angaben des 
Herstellers (Agilent Technologies, USA) durchgeführt. Mit Hilfe eines Microarray 
Scanners (Dual-Laser) konnten die Fluoreszenz-Intensitäten gemessen werden. 
 
 
2.2.9. Biochemische Methoden 
 
2.2.9.1. Auftrennung von Proteinextrakten über SDS-PAGE 
 
Für die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde das Minigel Apparatur 
System 2050 Midget (Pharmacia, Freiburg) verwendet. Die Auftrennung von Proteinen 
unter denaturierenden Bedingungen wurde in Anlehnung an die Methode von Laemmli 
(1970) durchgeführt.  
Das Trenngel wurde mit wassergesättigtem n-Butanol überschichtet, das nach erfolgter 
Polymerisierung wieder entfernt wurde. Polymerisierungsreaktionen wurden durch Zugabe 
von TEMED gestartet.  
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Die in Probenpuffer aufgenommenen Proteingemische und Molekulargewichtsmarker 
(Dalton Mark VII-L (Sigma) wurden aufgetragen, liefen bei 10 mA in das Gel ein und 
wurden bei 40 mA für 5 min im Sammelgel fokussiert. Die Auftrennung erfolgte dann bei 
25 mA im Trenngel. 
 
4 x Sammelgelpuffer: 
500 mM Tris/HCl, pH 6.8 
0,4%  SDS 
 
4 x Trenngelpuffer: 
1,5 M  Tris/HCl, pH 8.8 
0,4%  SDS 
 
Sammelgelzusammensetzung: 
25% (v/v) 4 x Sammelgelpuffer 
15% (v/v) Acrylamid-Bisacrylamid-Lösung (37,5 : 1) (Roth, Gel 30) 
0,06% (w/v) APS 
0,3% (v/v) TEMED 
 
Trenngelzusammensetzung (12,5% Acrylamid): 
25% (v/v) 4 x Trenngelpuffer 
42% (v/v) Acrylamid-Bisacrylamid-Lösung (37,5 : 1) (Roth, Gel 30) 
0,05% (w/v) APS 
0,05% (v/v) TEMED 
 
Probenpuffer (2 x): 
125 mM  Tris/HCl, pH 6.8 
20% (w/v)  Glyzerin 
5% (w/v)  SDS 
5% (v/v)  ß-Mercaptoethanol 
0,0025% (w/v) Bromphenolblau 
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2.2.9.2. Proteinfärbung mit Coomassie-Brilliantblau 
 
Die Proteinfärbung erfolgte nach Weber und Osborn (1969). Dazu wurden die Färbelösung 
I und II zu gleichen Teilen vermischt. Das SDS-PAGE-Gel wurde für ca. 30 min unter 
leichtem Schütteln gefärbt. Zur Entfärbung des Hintergrundes wurde das Gel in 
Entfärbelösung geschüttelt, bei Bedarf fotografisch dokumentiert und in gespannter 
Zellophanfolie mehrere Tage lang luftblasenfrei getrocknet. 
 
Coomassie Färbelösung I: 
0,5% (w/v) Coomassie Brilliantblau (Serva-Blue G250, Serva) 
80% (w/v) MeOH 
 
Coomassie Färbelösung II: 
20% (v/v) Essigsäure 
 
Entfärbelösung: 
10% (v/v) Essigsäure 
40% (v/v) MeOH 
 
 
2.2.9.3. Proteinfärbung mit Silbernitrat 
 
Die Färbung wurde nach der Vorschrift von Blum et al., 1987 durchgeführt; sie ist ca. 5-
10-fach empfindlicher als die Färbung mit Coomassie-Brilliantblau (2.2.9.2). 
Die Gele wurden zunächst 2 h in der Fixierlösung geschüttelt, dann 3 x 20 min mit 
Waschlösung I und 1 min mit Waschlösung II gewaschen. Nach drei Waschschritten mit 
H2O für 20 s wurden die Gele für mindestens 20 min in Imprägnierlösung inkubiert. Nach 
zweimaligem Waschen mit H2O für jeweils 20 s wurden die Gele bis zum deutlichen 
Hervortreten der Banden in Entwicklerlösung inkubiert. Danach wurde erneut zweimal 
kurz mit H2O gewaschen und für 30 min in Stopp-Lösung inkubiert. Anschließend konnten 
die Gele getrocknet werden. 
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Fixierlösung: 
50% (v/v) Methanol 
12% (v/v) Essigsäure 
0,019% (v/v) Formaldehyd 
 
Waschlösung I: 
50% (v/v) Ethanol 
 
Waschlösung II: 
800 µM Natriumthiosulfat 
 
Imprägnierlösung: 
0,2% (w/v) Silbernitrat 
0,028% (v/v) Formaldehyd 
 
Entwicklerlösung: 
6% (w/v) Dinatriumkarbonat 
0,019% (v/v) Formaldehyd 
18 µM  Natriumthiosulfat 
 
Stopp-Lösung: 
50% (v/v) Methanol 
12% (v/v) Essigsäure 
 
 
2.2.9.4.  Transfer von Proteinen auf PVDF-Membranen (Western Blot) 
 
Der Transfer von Proteinen aus Polyacrylamidgelen auf PVDF-Membranen wurde mit 
einer Transfer-Kammer (Carboglass, Schleicher & Schuell) im semi-dry-blot Verfahren 
nach Khyse-Andersen (1984) durchgeführt. Der Aufbau der Apparatur und die 
Vorbereitung der Lösungen erfolgten gemäß den Angaben des Herstellers der verwendeten 
Kathoden- und Anodenpuffer (RotiBlot®-System, Roth, Karlsruhe). Vor dem Aufbau des 
Systems wurde die PVDF-Membran 1 min in Methanol aktiviert. Der Elektrotransfer 
erfolgte bei 1 mA/cm2 für 60-90 min. 
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2.2.9.5. Immunologischer Nachweis von Proteinen auf PVDF-
Membranen 
 
Nach dem Transfer von Proteinen auf eine PVDF-Membran wurde der Bereich der 
Membran mit dem Molekulargewichtsmarker abgetrennt und in Coomassie-Brilliantblau 
angefärbt. Der Rest der Membran wurde in Blockierlösung überführt und für 1 h bei RT 
oder über Nacht bei 4°C inkubiert. Es wurde zweimal 10 min in TBST-T und einmal für 10 
min in TBS gewaschen, bevor die Membran mit dem primären Antikörper (Mouse-Anti-
Penta-His-IgG, Qiagen, Hilden), der sich gegen den Histidin-Tag des Proteins richtete, in 
einer 1:2000 Verdünnung in Blockierpuffer, für 2 h inkubiert wurde. Es folgten wieder drei 
Waschschritte mit TBST-T und TBS, dann wurde der sekundäre Antikörper (Goat-Anti-
Mouse-IgG-Alkalische-Phosphatase-Konjugat, Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL) 
in einer 1:2500 Verdünnung in Blockierpuffer für 1-2 h eingesetzt. Danach wurde die 
Membran viermal für 10 min in TBST-T gewaschen. Für die Farbreaktion wurde die 
Membran in 10 ml Puffer mit 33 µl BCIP und 66 µl NBT geschwenkt, bis Signale sichtbar 
wurden. Die Färbelösung wurde dann kurz mit H2Odd abgespült und die Reaktion durch 
Inkubation für 5 min in 3% (w/v) TCA abgestoppt. Die Membran wurde nochmals mit 
H2Odd abgespült, getrocknet und zur besseren Konservierung in Folie eingeschweißt. 
 
TBST-T: 
10% (v/v) 10 x TBS 
0,2% (v/v) Triton X-100 
0,05% (v/v) Tween 20 
 
TBS (10 x): 
0,1 M  Tris/HCl, pH 7.4 
1,5 M  NaCl 
 
Puffer A: 
100 mM Tris/HCl, pH 9.5 
100 mM NaCl 
5 mM  MgCl2 
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Blockierlösung: 
3% (w/v) BSA in 1 x TBS 
 
BCIP-Stammlösung: 
5% (w/v) BCIP in DMF 
 
NBT-Stammlösung: 
5% (w/v) NBT in 70% (v/v) DMF 
 
 
2.2.9.6. Bestimmung von Proteinmengen in Lösungen 
 
Die Proteinquantifizierung erfolgte nach Bradford (1976). Als Färbereagenz wurde 
Rotiquant (Roth) in einer 1:5-Verdünnung mit der Probe gemischt und die Extinktion 
photometrisch bei λ = 595 nm gemessen. Als Eichreihe wurde eine Verdünnungsreihe von 
0,5-20 µg BSA eingesetzt. 
 
 
2.2.10.  Physiologische Methoden 
 
2.2.10.1. Transportexperimente mit Proteoliposomen 
 
2.2.10.1.1. Expression des rekombinanten Proteins 
 
Kolonien, die auf SC-Platten (-Ura) gewachsen waren, wurden in 15 ml SC-Medium (-
Ura) mit 2% Glukose überimpft und über Nacht unter Schütteln bei 30°C inkubiert. Die 
Kultur wurde dann in 50 ml Induktionsmedium bis zu einer OD600 von 0.4 verdünnt. Dafür 
wurde das ermittelte Volumen an benötigter ü.N.-Kultur bei 1.500 xg (4°C) für 5 min 
zentrifugiert, der Überstand verworfen und die Hefezellen in 50 ml Induktionsmedium, SC 
(-Ura) mit 2% (w/v) Galaktose anstelle von Glukose aufgenommen. Nach weiteren 6-8 h 
im Schüttler (30%) wurden die Zellen bei 1.500 xg (4°C) für 5 min pelletiert und in 500 µl 
sterilem Wasser aufgenommen. Die Zellen wurden in ein 1,5 ml Eppendorfgefäß überführt 
und für 30 s bei 14.000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die Zellen 
bis zur weiteren Verwendung bei -20% gelagert. 
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2.2.10.1.2. Mechanischer Aufschluss der Hefezellen 
 
Die Zellen wurden nach Zusatz von PMSF mit Hilfe von Glasperlen unter starkem 
Schütteln aufgeschlossen. Die hierbei auftretenden Scherkräfte beschädigen die Zellwände 
und setzen so die Zellorganellen und die Proteine frei. Zellen einer 50 ml Kultur wurden in 
250 µl TE-Puffer resuspendiert und in ein mit 400 mg Glasperlen gefülltes 1,5 ml 
Reaktionsgefäß überführt. Dem TE-Puffer wurde 1/100 Volumen 100 mM PMSF 
zugefügt, um die während eines Zellaufschlusses aus der Vakuole freigesetzten Endo- und 
Exoproteasen am Proteinabbau zu hindern. Anschließend wurde für 6 min in einem 
Zellhomogenisator (Braun, Melsungen) im Kühlraum (4°C) kräftig geschüttelt. Alle 
weiteren Schritte erfolgten ebenfalls im Kühlraum. Zu dem Gemisch aus Glasperlen und 
Zellsuspension wurden nach 10 s Zentrifugation (2.250 xg) 750 µl TE/PMSF gegeben. 
Nach kurzem Schütteln wurde erneut zentrifugiert (2.250 xg, 45 s) und der Überstand in 
ein neues Reaktionsgefäß gegeben. Durch kurze Zentrifugation (1 min, 2450 xg) wurden 
Zelltrümmer und nicht aufgeschlossene Zellen sedimentiert. Der leicht trübe Überstand 
wurde abgenommen. In einem weiteren Zentrifugationsschritt bei 42.000 rpm für 15 min 
(Kontron-Ultrazentrifuge, Centrikon T-1065, Rotor 65-13, 4°C) wurden lösliche und 
membrangebundene Fraktionen getrennt. Der Überstand wurde verworfen und die 
sedimentierte Membranfraktion bis zur weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren. 
 
TE-Puffer: 
10 mM Tris/HCl, pH 7.5 
1 mM  EDTA 
 
PMSF-Stammlösung: 
100 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (in Ethanol) 
 
Glasperlen: 
∅ ca. 0,5 mm 
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2.2.10.1.3. Reinigung von His-gekoppelten Proteinen über Ni-NTA-
Affinitätschromatographie 
 
Mit einem Histidin-Tag versehene, heterolog exprimierte Proteine können durch 
Affinitätschromatographie über eine Ni2+-NTA-Agarose aufgereinigt werden. Die 
Reinigung der rekombinanten Transportproteine erfolgte bei 4°C im Kühlraum. Ein 
Membranpellet entsprechend einer 100 ml Flüssigkultur wurde in 280 µl Puffer I 
aufgenommen. Die Solubilisierung der Proteine erfolgte durch Zugabe von 55 µl 20% 
(w/v) n-Dodecyl-ß-maltopyranosid. Nach 5 min wurden 370 µl Puffer I zugegeben und der 
verdünnte Solubilisierungsansatz für 2 min bei 10.000 rpm zentrifugiert (Stratagene, Pro 
Fuge, 5.600 xg). Der Überstand wurde abgenommen und mit zuvor äquilibriertem Ni2+-
NTA-Agarosematerial versetzt (Säulenmaterial ca. 80 µl). Der Ansatz wurde 1 h unter 
gleichmäßigem, langsamen Schütteln über Kopf inkubiert (Bindung des Proteins an die 
Ni2+-NTA-Agarose). Nach Überführung des Ni2+-NTA-Agarose/Proteingemisches in eine 
mit etwas Watte gefüllte Pasteurpipette, wurde die Säule dreimal mit 500 µl Puffer II 
gewaschen und das Protein mit 180 µl Puffer III eluiert.  
 
Puffer I (Solubilisierungspuffer): 
100 mM NaH2PO4, pH 8.0 
50 mM NaCl 
8 mM  Imidazol 
 
Puffer II (Waschpuffer): 
10 mM Tricin/KOH pH 7.6 
8 mM  Imidazol 
0,08% (w/v) n-Dodecyl-ß-maltopyranosid 
 
Puffer III (Elutionspuffer): 
150 mM Imidazol 
0,08% (w/v) n-Dodecyl-ß-maltopyranosid 
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2.2.10.1.4. Reinigung des Phospholipids 
 
L-α-Phosphatidylcholin wurde zur Entfernung freier Fettsäuren nach der Methode von 
Krämer et al. (1977) gereinigt. Dazu wurden 30 g L-α-Phosphatidylcholin (Sigma) in 90 
ml Chloroform gelöst, mit 540 ml entwässertem Aceton versetzt und für mindestens 2 h 
bei RT gerührt. Anschließend erfolgte die Fällung des Phosphatidylcholins bei 4°C über 
Nacht. Der Überstand mit den freien Fettsäuren wurde dekantiert und das Phospholipid in 
100 ml Diethylether aufgenommen. Das Lösungsmittel wurde in einem 500 ml 
Rundkolben im Rotationsverdampfer abgezogen. Letzte Reste an Ether wurden unter dem 
Abzug über Nacht abgedampft, das gereinigte Phospolipid mit einem Metallspatel aus dem 
Rundkolben geschabt und bei -20°C aufbewahrt. 
 
 
2.2.10.1.5. Rekonstitution der Membranproteine 
 
Der Einbau der Membranproteine in künstliche Membranvesikel erfolgte nach der Frier-
Tau Methode von Kasahara und Hinkle (1977). 
Für die Präparation der künstlichen Membranvesikel wurden Liposomenpuffer I (mit 
unterschiedlichen Substraten) und Liposomenpuffer II (für den Kontrollwert) mit 13% 
(w/v) gereinigtem Phospholipid versetzt und zur Vesikelbildung für 3 min auf Eis bei 30% 
Auslastung auf Stufe 5 beschallt (Branson Sonifier 250, Branson Ultrasonics, 
Danbury/USA). Im Anschluss wurden 600 µl der Liposomensuspension mit ca. 150 µl 
eines Protein/Detergenz Gemisches versetzt, kurz gemischt und in flüssigem Stickstoff 
eingefroren. Die schockgefrorenen Proteoliposomen wurden für einige Tage bei -80°C 
gelagert oder sofort auf Eis aufgetaut und für 30 Pulse bei einer Auslastung von 20% auf 
Stufe 5 beschallt. Danach wurde das Liposomengemisch auf eine dreimal mit PD10-Puffer 
voräquilibrierte Sephadex G-25-M Säule gegeben, um das nicht in die Proteoliposomen 
eingebaute externe Substrat durch Größenausschluss-Chromatographie abzutrennen. Nach 
Spülen der Säule von einmal 450 µl, einmal 1000 µl und einmal 500 µl PD10-Puffer 
wurden die Liposomen mit 950 µl PD10-Säulenpuffer eluiert und direkt für die 
Transportversuche eingesetzt. 
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Liposomenpuffer I: 
100 mM Tricin/KOH, pH 7.8 
30 mM Kaliumglukonat 
30 mM Substrat 
 
Liposomenpuffer II: 
100 mM Tricin/KOH, pH 7.8 
80 mM Kaliumgluconat 
 
PD10-Säulenpuffer: 
150 mM Natriumglukonat 
50 mM Kaliumglukonat 
10 mM Tricin/KOH, pH 7.8 
 
 
2.2.10.1.6. Messung der Transportaktivität 
 
Vorbereitung der Anionenaustauschersäulen: 
 
Pasteurpipetten wurden mit wenig Watte verstopft, mit 1.5 ml einer dichten Suspension 
von Anionenaustauscherharz (Dowex AG 1x8, Acetatform, 200-400 mesh, BioRad, 
München) in H2Odd gefüllt, mit 1 ml H2Odd gespült und mit zweimal 1 ml 200 mM 
Natriumacetat äquilibriert. 
 
Dowex-Puffer: 
0,2 M Natriumacetat 
 
 
Abhängigkeit der Substrataufnahme in die Proteoliposomen von der  
Reaktionszeit (Kinetik): 
 
Hierzu wurden 850 µl einer Proteoliposomen-Suspension mit 45 µl Substratlösung 
versetzt. Nach definierten Zeiten (15, 35, 55, 75 s) wurden je 200 µl der Liposomen aus 
dem Reaktionsansatz entnommen und zum Abstoppen des Transportes auf die mit Dowex-
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Puffer äquilibrierten Anionenaustauschersäulen gegeben. Anschließend wurden die 
radioaktiv beladenen Liposomen mit einmal 0,5 ml und einmal 1 ml Dowex-Puffer in ein 
Szintillationsgefäß eluiert, wobei das nicht eintransportierte Substrat auf der Säule 
abgetrennt wurde. Die in den Liposomen transportierte Aktivität wurde im 
Szintillationszähler (Beckman LS6000TA, Beckman Instruments Inc., Fullerton, CA) 
bestimmt. Das an das Austauscherharz gebundene [32P]-Phosphat wurde mit 3 x 1 ml 1 M 
HCl eluiert und entsorgt. 
 
 
Substratlösung: 
Pro Ansatz wurden 2-3 µCi [32P]-NaH2PO4 mit 0,2 M KH2PO4 (pH 7.0) auf eine 
Phosphatkonzentration von 5 mM gebracht. 
 
 
Abstoppen des Transportes durch ein Inhibitorengemisch:  
 
Solange für die Versuchsauswertung der zeitliche Verlauf der Substrataufnahme nicht 
entscheidend war und z. B. nur die Substratspezifität bestimmt werden sollte, konnte der 
Transport auch zu einem bestimmten Zeitpunkt durch Zugabe eines Inhibitorengemisches 
abgestoppt werden. 
Dazu wurden 200 µl einer Proteoliposomen-Suspension in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß 
vorgelegt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 µl der radioaktiven Substratlösung 
gestartet und nach einer definierten Zeit (60-90 s) durch 25 µl Inhibitorlösung gestoppt. 
Durch Verwendung einer speziellen Apparatur („Plimper“), die aus einer mit Handgriff 
ausgestatteten Verbindung von 2x12 „Löffeln“ besteht und auf die die Inhibitorlösung 
vorgelegt wurde, konnten mehrere Ansätze gleichzeitig abgestoppt werden. In 
Kontrollansätzen, die der Bestimmung von unspezifisch in die Proteoliposomen 
aufgenommener Radioaktivität dienten, wurde den Liposomen vor dem Starten der 
Reaktion (vor Zugabe der Substratlösung) das Inhibitorgemisch zugegeben. Nach dem 
Reaktionsstopp wurden auch hier 200 µl der Liposomenlösung auf eine Dowexsäule 
gegeben, das weitere Vorgehen entspricht dem Versuchsablauf bei Messung einer Kinetik. 
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Inhibitormix: 
100 mg/ml Pyridoxal-5´-phosphat (PLP) 
10 mg/ml 4,4´-Diidothiocyanostilben-2,2´-disulfonat (DIDS) 
  in 1.5 M Imidazol 
35,4 mg/ml Mersalyl 
 
 
2.2.10.2. Enzymaktivitätsbestimmungen aus Blatt- und Wurzelextrakten 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die maximal extrahierbare Enzymaktivität aus 
Gewebeextrakten gemessen. Die Messung der Enzymaktivitäten erfolgte über gekoppelte 
optische Tests, in denen die Kopplungsenzyme und Substrate im Überschuss zugegeben 
wurden, damit allein die Aktivität des untersuchten Enzyms geschwindigkeitsbestimmend 
war. Durch Substratmangelansätze konnten die gemessenen Aktivitäten gegen einen 
unspezifischen Hintergrund korrigiert werden. 
 
 
2.2.10.2.1. Aufschluss des Blatt- und Wurzelmaterials 
 
Arabidopsis thaliana Blatt- und Wurzelmaterial wurde abgewogen, in 1,5 ml 
Reaktionsgefäße geerntet, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren 
Verwendung bei -80°C gelagert.  
Die Proben wurden dann mit dem Bohrer unter Zugabe von einem 10fachen Volumen 
Extraktionspuffer homogenisiert. Die Extrakte wurden für 2 min bei 12.000 rpm (4°C) 
abzentrifugiert und Aliquots der Überstande für die Enzymtests eingesetzt. Die Messungen 
erfolgten bei 30°C im Absorptionsmodus des SpectraFluor plus (SIL-Tecan, Crailsheim) 
und wurden mit den mitgelieferten Programmen (EasyWIN kinetics, SIL-Tecan, 
Crailsheim) ausgewertet. 
Vor der Zugabe in die Reaktionsgemische wurden in NH4SO4 suspendierte 
Kopplungsenzyme 1 min bei 12.000 rpm zentrifugiert, der ammoniumsulfathaltige 
Überstand abgenommen und das Sediment im gleichen Volumen H2Odd wieder 
aufgenommen. 
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Von den Pflanzenextrakten wurden 10 µl für eine Proteinbestimmung abgezweigt, die bis 
zur Verwendung am gleichen Tag bei 4°C oder für eine spätere Messung in flüssigem 
Stickstoff gefroren und bei -80°C gelagert wurden. 
 
 
2.2.10.2.2. Enolase 
 
Die Messung der Enolase-Aktivität wurde modifiziert nach Miernyk und Dennis (1982) 
durchgeführt. 
 
 
Messung der Enolase-Aktivität: 
 
 
 
Extraktionsmedium: 
100 mM HEPES/NaOH, pH 6.9 
5 mM  MgCl2 
0,05% (v/v) Triton X-100 
10% (v/v) Glyzerin 
 
 
Triton X-100 und Glyzerin wurden erst nach Einstellung des pH-Werts in den Puffer 
gegeben. 
 
 
 
 
 
PEP 2-PGA Lactat
Lactat- 
PyruvatkinaseEnolase dehydrogenase 
Pyruvat
NADH               NAD+ ADP                ATP
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In den Reaktionsansätzen befanden sich je 200 µl Volumen: 
 
100 mM HEPES, pH 7.5 
10 mM MgCl2 
2,7 mM ADP 
0,5 mM 2-Phosphoglycerat* 
0,2 mM NADH 
5 U  Pyruvatkinase 
6 U  Lactatdehydrogenase 
5% (v/v) Extrakt 
 
*2-Phosphoglycerat wurde in den Ansätzen zur Hintergrundkorrektur weggelassen. 
 
 
2.2.10.3. Histologische Lokalisierung von Sekundärmetaboliten 
 
Arabidopsis thaliana Wurzelmaterial wurde ohne Zusätze oder nach Inkubation für 15-30 
min in 0,25% Diphenylborat-2-aminoethylester (DPBA) + 0,005% Triton X-100 mit einem 
Anregungslicht von 330 nm < λ <380 nm und einem Emissionsfilter von λ > 420 nm im 
Fluoreszenzmikroskop (Nikon Eclipse E800, Nikon, Düsseldorf) betrachtet und mit einem 
Kameraaufsatz (Nikon FDX-35, Nikon, Düsseldorf) fotographisch dokumentiert. Mit Hilfe 
von DPBA kann eine spezifische, gelb bis grünliche Sekundärfluoreszenz von Flavonoiden 
induziert werden. 
 
 
2.2.10.4. Analyse der Gehalte an Flavonoiden über HPTLC 
 
2.2.10.4.1. Methanolische Extraktion von Pflanzengewebe 
 
A. thaliana Blattmaterial wurde abgewogen, in 1,5 ml Reaktionsgefäßen geerntet und in 
flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung bis zur weiteren Bearbeitung erfolgte 
bei -80°C. Die Proben wurden unter Zugabe von 2-3 Volumen 80% Methanol mit dem 
Bohrer homogenisiert und 15 min bei 70°C geschüttelt. Nach Zentrifugation bei 14.000 
rpm, 4°C, für 10 min, wurde der Überstand in ein frisches Eppendorfgefäß überführt und in 
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einem Vakuumkonzentrator (Bachofer, Reutlingen) bei 60°C ca. 1 h eingeengt. Das Pellet 
wurde in 80% Methanol resuspendiert (1 µl/mg Pflanzenmaterial) und bei -80°C gelagert. 
 
 
2.2.10.4.2. Auftrennung von Flavonoiden über HPTLC 
 
Die Auftrennung der phenolischen Substanzen erfolgte über eine hochauflösende 
Dünnschichtchromatographie (HPTLC), modifiziert nach Veit und Pauli (1999). 
Die methanolischen Extrakte (2.2.10.4.1.) wurden kurz anzentrifugiert und 1-2 µl des 
Überstandes in 0,5 µl-Aliquots punktförmig auf den unteren Rand von Kieselgel-Platten 
(Kieselgel 60, Merck) aufgetragen. Die Platten wurden dann in eine Glaskammer gestellt 
(höchstens 2 Platten pro Kammer), die bis zu einer Höhe von ca. 1 cm, also bis kurz 
unterhalb der aufgetragenen Proben, mit einem Ethylacetat/Wasser/Essigsäure/ 
Ameisensäure-Gemisch (100:26:12:12) gefüllt war. Nach der Entwicklung (ca. 20 min) 
wurden die Platten herausgenommen und kurz an der Luft getrocknet. Danach wurden die 
Platten mit 1%iger DPBA (Diphenylborsäure-2-Aminoethylester)-Lösung in MeOH ca. 3-
4 x und anschließend 2 x mit 5% PEG4000 in MeOH besprüht. Die Behandlung mit 
PEG4000 diente zur Verstärkung der Farbreaktion. Unter UV-Anregung konnten die 
Platten fotografiert werden. Die Identifizierung der Inhaltstoffe erfolgte über die 
unterschiedlichen Fluoreszenzfarben. 
 
 
2.2.11. Mikroskopie und Dokumentation 
 
Folgende Geräte wurden verwendet: 
 
Binokulare:  Nikon SMZ-U 
 
 
Mikroskope:  Nikon Eclipse E800 
 
   Filter: GFP ® – BP EX 460-500 
      DM 505 
      BA 510-560 
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    UV – 2A EX 330-300 
      DM 400 
      BA 420 
 
Dokumentation der mikroskopischen Aufnahmen: 
1-CCD Farbvideokamera (KY-F1030; JVC, Singapore) bedient durch das Software Paket 
DISKUS (Technisches Büro Hilgers, Königswinter) 
 
Kamera für normale Aufnahmen: 
Digitale Kamera: Nikon Coolpix 995 
 
 
 
2.2.12. Internetadressen 
 
Aramemnon 
http://aramemnon.botanik.uni-koeln.de/ 
 
Araxabia 
http://134.95.228.154:47111/ 
 
NCBI Homepage 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
 
TAIR 
http://www.arabidopsis.org 
 
Genevestigator 
http://www.genevestigator.ethz.ch/ 
 
SIGnAL  
http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress 
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Expression Angler 
http://bbc.botany.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efp.Web.cgi 
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3. Ergebnisse 
 
Die cue1-Mutante (ppt1-Mutante) wurde ausführlich auf physiologischer und 
biochemischer Ebene untersucht (Streatfield et al., 1999; Voll et al., 2003). Um 
Anhaltspunkte für die Ursachen der verschiedenen Teilaspekte des pleiotropen cue1-
Phänotyps zu erhalten, wurden Störungen im Primär- und Sekundärstoffwechsel in der 
cue1-Mutante analysiert und mit den Kontrolllinien und den durch Überexpression von 
BoPPT und FtPPDK komplementierten cue1-Mutanten verglichen (Voll et al., 2003). Die 
Identifizierung eines zweiten PPT im Genom von A. thaliana (AtPPT2) und die gewebe- 
und zellspezifischen Expressionsanalysen beider PPT-Gene (Knappe et al., 2003) haben 
neue Fragen hinsichtlich des kausalen Zusammenhangs zwischen dem Funktionsverlust 
von AtPPT1 und der Störung in der Entwicklung der cue1-Mutante, die sich in dem 
charakteristischen retikulierten Blattphänotyp manifestiert, aufgeworfen. Im Rahmen 
dieser Arbeit wurde über verschiedene Ansätze versucht, diesen Zusammenhang zu 
erhellen. Hierbei wurde insbesondere die Einbindung von AtPPT1 und nachgeschaltete 
Reaktionen in eine bislang noch nicht näher charakterisierte Signaltransduktionskette 
hervorgehoben, die eine mögliche Verbindung zwischen Sekundärmetabolismus und 
hormoneller Kontrolle der Pflanzenentwicklung herstellt. Zunächst aber wurden beide 
AtPPTs funktionell charakterisiert. 
 
 
3.1. Funktionelle Charakterisierung beider PPTs aus Arabidopsis thaliana 
 
Aufgrund der deutlichen Homologien zu beschriebenen PPT-Genen und der Lokalisierung 
in der Plastidenhüllmembran (Fischer et al., 1997; Flügge, 1999), konnte davon 
ausgegangen werden, dass es sich auch bei den beiden PPTs aus A. thaliana um plastidär 
lokalisierte Proteine handelt. Die Funktion von Transportproteinen kann über Expression 
der entsprechenden cDNA in einem heterologen System wie Hefezellen charakterisiert 
werden (Flügge, 1998; Hanke et al., 1999). Nach Transformation der AtPPT1- und 
AtPPT2-pYES/NT2 Konstrukte in S. cerevisiae wurden positive Klone, die das 
entsprechende PPT-Gen exprimierten, selektiert (Abb. 3.1.1) und die rekombinanten 
Proteine für Transportmessungen zur Bestimmung der Substratspezifitäten von AtPPT1 
und AtPPT2 eingesetzt. 
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Abb. 3.1.1: Expression des AtPPT1 und des AtPPT2 in S. cerevisiae 
A und C: SDS-Polyacrylamidgele nach Silberfärbung; Größenangaben in kD 
B und D: Western-Blot; Detektion mit Anti-His-Antikörper; Größenangaben in kD 
(1) Marker  (2) Positivkontrolle (AtGPT1)  (3) Durchlauf  (4) Waschschritt  (5) Elution 
 
 
Die Bestimmung von Transportraten mit Hefe-Gesamtmembranfraktionen und gereinigten 
PPT-Proteinen unterschied sich nicht. Daher erfolgten die weiteren Untersuchungen zur 
Bestimmung der Substratspezifitäten mit Gesamtmembranprotein der transgenen 
Hefezellen. Dadurch konnten Proteinverluste während der Aufreinigung vermieden 
werden. 
Wie aus einem Vergleich der Substratspezifitäten von AtPPT1 und AtPPT2 zu entnehmen 
ist (Abb. 3.1.2), handelt es sich bei beiden Translokatoren aus A. thaliana um funktionelle 
PEP-Transporter. AtPPT1 und AtPPT2 weisen ähnliche Substratspezifitäten auf und 
transportieren im Austausch von Pa neben PEP auch 2-PGA. 3-PGA wird von beiden PPTs 
aus A. thaliana sowie vom PPT aus Blumenkohl kaum transportiert und ist als 
physiologisches Gegentauschsubstrat weniger geeignet. Als Substrat scheint PEP von 
AtPPT2 mit einer relativen Transportrate von 81% besser akzeptiert zu werden, als von 
AtPPT1 mit einer Rate von nur 49%.  
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     PEP 2-PGA 3-PGA 
  AtPPT1 49 ± 5 42 ± 3 20 ± 3 
  AtPPT2 81 ± 12 32 ± 1 26 ± 5 
  BoPPT 72 ± 9 72 ± 1 16 ± 3 
 
 
 
Abb. 3.1.2: Transporteigenschaften der AtPPTs  
 
Als Austauschsubstrate wurden PEP, 2-PGA und 3-PGA verwendet. Die Transportkapazität für Pa wurde 
gleich 100% gesetzt. n=4   
100%-Aktivitäten der rekombinanten Proteine (nmol/mg Protein/min): 3,6 (AtPPT1) und 0,7 (AtPPT2) 
Die Tabelle enthält die Substratspezifiäten der AtPPTs im Vergleich zum gereinigten PPT aus Blumenkohl 
(BoPPT; Fischer et al., 1997). 
 
 
 
 
3.2. Cue1 weist ein deutlich verringertes Wurzelwachstum auf 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei starke cue1-Allele für die Untersuchungen 
herangezogen, cue1-1 und cue1-6. Das cue1-1 Allel befindet sich im genetischen 
Hintergrund der transgenen Linie pOCA108 (Ökotyp Bensheim R002), während cue1-6 
eine Mutante des Ökotyps Colombia (Col-0) ist (Tab. 2.2). Bei cue1-1 handelt es sich um 
eine durch γ-Strahlen erzeugte Mutante, bei der ein Teil des Chromosoms V deletiert ist 
(Streatfield et al., 1999). Bei cue1-6 wurde durch chemische Mutagenese mit EMS ein 
Translationsstop an der Position 54 der Präsequenz erzeugt (Streatfield et al., 1999), so 
dass das reife AtPPT1-Protein fehlt, aber die mRNA nachweisbar bleibt. 
Neben des in cue1-1 und cue1-6 im Vergleich zu den Kontrollen verlangsamten 
vegetativen und reproduktiven Wachstums (Voll et al., 2003), wies auch die 
Wurzelentwicklung in den Mutanten eine deutliche Beeinträchtigung auf. Dieser Aspekt 
eines veränderten Wurzelphänotyps wurde bislang nur unzureichend charakterisiert und 
sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit daher näher analysiert werden. Wie Abbildung 
3.2.1 zeigt, weisen beide cue1-Allele ein deutlich verringertes Wurzelwachstum gegenüber 
  73 
                                                                                                                Ergebnisse 
 
den entsprechenden Wildtypkontrollen auf. Diese Retardierung ist im cue1-1-Allel 
besonders ausgeprägt. 
 
 
 
Abb. 3.2.1: Vergleich des Wurzelwachstums in den cue1-Mutanten und Kontrollen. Die Anzucht erfolgte für 
24 Tage auf MS. 
 
 
 
 
3.3. Der retikulierte Blattphänotyp der cue1-Mutante kann durch Fütterung 
mit aromatischen Aminosäuren transient revertiert werden. 
 
 
Von Streatfield et al. (1999) konnte bereits gezeigt werden, dass cue1-Mutanten, die in 
Gegenwart aller drei aromatischen Aminosäuren (Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan) 
angezogen wurden, den retikulierten Phänotyp nicht mehr ausprägen. Dies unterstützte die 
Hypothese, dass die eingeschränkte Syntheseleistung aromatischer AS und davon 
abgeleiteter Sekundärmetabolite in einer direkten kausalen Beziehung zu der 
beeinträchtigten Entwicklung der cue1-Mutante stehen. Im Rahmen der vorliegenden 
Arbeit wurde untersucht, ob eine transiente Reversion des cue1 Phänotyps bei weiter 
entwickelten Pflanzen (3-4 Wochen) möglich ist.  
Die Anzucht der Mutanten erfolgte zunächst für 3-4 Wochen auf MS-Agar. Dann wurden 
die Mutanten auf MS-Agar, dem eine Mischung aus je 2 mM Tyrosin, Tryptophan und 
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Phenylalanin zugefügt wurde, umgesetzt. Nach ca. 7 Tagen Fütterung konnte der 
retikulierte Blattphänotyp der Mutanten cue1-1 und cue1-6 revertiert werden (Abb. 3.3.1).  
Durch Anzucht der cue1-Mutanten in Gegenwart von nur einer der drei Aminosäuren 
konnte keine Reversion des Phänotyps erreicht werden (nicht gezeigt).  
 
 
 
 
(A) 
 
 
 
(B) 
 
 
 
 
Abb. 3.3.1: Transiente Fütterung der cue1-1 (A) und cue1-6 (B) Mutanten mit einem Cocktail aus je 2 mM 
Tyrosin, Tryptophan und Phenylalanin (MS+AS). Die Anzucht der Kontrollen erfolgte auf MS ohne Zusatz  
aromatischer Aminosäuren. 
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3.4. Der cue1-Blattphänotyp wird durch Fütterung mit einem Neolignan-
Glukosid (DCG) revertiert. 
 
Der Befund, den cue1 Phänotyp transient durch Fütterung mit aromatischen Aminosäuren 
revertieren zu können (s. 3.3), eröffnete die Möglichkeit, weitere Substanzen auf eine 
ähnliche Wirkung zu testen. 
In Tabakpflanzen wurde bei der Blockade von MYB-Transkriptionsfaktoren durch die 
Überexpression heterologer MYB-Paraloge aus Antirrhinum majus ebenfalls ein 
retikulierter Blattphänotyp mit dunklen leitbündelnahen Bereichen und hellen 
Interkostalfeldern beobachtet (Tamagnone et al., 1998a). Durch die eingeschränkte 
Funktionalität der endogenen MYB-Faktoren, kam es in den transgenen Tabaklinien zu 
einer transkriptionellen Repression einiger Gene aus dem Phenylpropanstoffwechsel. In 
Zellkulturen dieser transgenen Tabakpflanzen konnte das abnorme Wachstum durch 
externe Zugabe von Dehydrodiconiferylalkoholglukosid (DCG) revertiert werden. So 
könnte ein Mangel an DCG auch als mögliche Ursache für die aberrante Blattmorphologie 
der cue1-Mutanten in Erwägung gezogen werden, zumal es sich bei DCG als Neolignan-
Glukosid um ein Derivat des Phenylpropanstoffwechsels handelt (Abb. 3.4.1) und eine 
Beeinträchtigung in der Produktion dieser Substanz in den cue1-Mutanten zu vermuten ist. 
 
 
 
 
Abb. 3.4.1: Mögliche Synthesewege von Dehydrodiconiferylalkoholglukosid (DCG) (Orr und Lynn, 1991) 
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Für diese Versuche wurden Pflanzen der Linie cue1-1 auf MS-Medium unter Langtag-
Bedingungen angezogen (s. 2.2.3) und nach 3-4 Wochen auf frisches MS-Medium 
transferiert, das zuvor mit 20 µM DCG versetzt wurde (s. 2.2.6). In dieser Versuchsserie 
wurde keine Reversion des cue1-Phänotyps beobachtet. Dieser Befund legte die 
Vermutung nahe, dass DCG nicht über die Wurzel aufgenommen und in den Spross 
transportiert werden kann.  
In weiteren Experimenten wurde vor dem Transfer der Pflanzen auf DCG-haltiges Medium 
mit einem Skalpell die Wurzel entfernt und nur die Rosette in das Medium gesetzt. Nach 5 
Tagen zeigten die sich neu entwickelten Blätter in cue1-1 keinen retikulierten Phänotyp 
mehr, nach 9 Tagen wurde eine komplette Reversion des Phänotyps festgestellt (Abb. 
3.4.2). Das Entfernen der Wurzel vor dem Transfer auf MS (-/+ DCG) löste in den 
Pflanzen Stressreaktionen aus, so dass im Sprossbereich eine erhöhte 
Anthocyanakkumulation zu beobachten war.  
 
 
 
 
Abb. 3.4.2: Fütterung der cue1-1-Mutanten mit 20 µM Dehydrodiconiferylakoholglukosid (MS+DCG) im 
Vergleich zur Kontrolle (MS) 
 
 
 
Nachdem die Pflanzen länger als 10 Tage in Gegenwart von DCG angezogen wurden, 
zeigten die neu entwickelten Blätter wieder den retikulierten Phänotyp. Diese Beobachtung 
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korrelierte mit der Ausbildung von Adventivwurzeln nach Wundverschluss. Nach 
wiederholtem Entfernen der Wurzeln und Umsetzen dieser Pflanzen auf frisches DCG-
haltiges Medium, trat erneut nach ca. 4 Tagen wieder eine transiente Reversion des cue1-
Phänotyps in den Mutanten auf (nicht gezeigt). 
Ein ähnlich deutlicher Effekt auf den Phänotyp konnte weder mit DCA (dem Aglykon von 
DCG), noch der weiter stromaufwärts liegenden Vorstufe Coniferylalkohol (CA) erzielt 
werden (nicht gezeigt). Möglicherweise ist die Synthese von DCG aus den Vorstufen sehr 
langsam, oder nur auf spezifische Zelltypen beschränkt. 
 
 
3.5. Pfropfungen von A. thaliana cue1- und Wildtyp-Keimlingen  
 
 
Der AtPPT2-Promotor ist in grünen Geweben ubiquitär und in der Wurzel nicht aktiv, 
während die Aktivität des AtPPT1-Promotors auf die in den Mutanten unbeeinträchtigten 
leitbündelnahen Bereiche beschränkt ist (Knappe et al., 2003). Daher wurde vermutet, dass 
AtPPT1 in die Produktion eines von PEP abgeleiteten potentiellen Signalmetaboliten 
eingebunden ist, der die Entwicklung des Mesophyllgewebes steuert. Eine zu überprüfende 
Hypothese ist, dass dieser putative Signalmetabolit im Xylemparenchym der Wurzel 
generiert wird, nach Abgabe in die Leitelemente des Xylems über den Transpirationsstrom 
in den Spross gelangt und dort seine Wirkung erfüllt. Diese Hypothese wurde durch 
Pfropfungsexperimente überprüft, die von Dr. Alexander Christmann (TU München) in 
zwei unabhängigen Versuchsserien durchgeführt wurden. Hierbei wurden im frühen 
Keimlingsstadium Sprosse von cue1 auf die Wurzeln der Kontrolle (Abb. 3.5.1), bzw. 
Sprosse von pOCA auf die Wurzeln der cue1-Mutante (Abb. 3.5.2) gepfropft.  
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Abb. 3.5.1: cue1-1 Rosette auf pOCA Wurzel (A-C) und Kontrolle (D-F); 4 Monate nach Pfropfung 
(durchgeführt von Dr. A. Christmann, TU München) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.5.2: pOCA Rosette auf cue1-1 Wurzel (A-C) und Kontrolle (D-F); 4 Monate nach Pfropfung 
(durchgeführt von Dr. A. Christmann, TU München)  
 
 
  79 
                                                                                                                Ergebnisse 
 
Abbildung 3.5.1 zeigt, dass der Phänotyp der cue1-Mutante nicht durch Pfropfung des 
cue1-1 Keimlings auf pOCA Wurzel (Abb. 3.5.1 B) aufgehoben werden konnte. Es sind 
keine Änderungen im Blattphänotyp der Mutante zu erkennen (Abb. 3.5.1 C). Der Kontakt 
zur pOCA Wurzel hat also trotz früher Pfropfung im Keimlingsstadium keine 
Auswirkungen auf die Entwicklung des Mesophylls in den cue1-1 Blättern. Es wurden 
auch keine Effekte hinsichtlich der Wurzellänge der Pflanzen festgestellt (Abb. 3.5.1 A 
und D). Die Retardierung des Wachstums der cue1-Mutante spiegelt sich auch in einer 
Verkürzung der Wurzel wieder (Abb. 3.5.1 D). Die Wurzel der gepfropften Pflanze (Abb. 
3.5.1. A), bei der es sich ursprünglich um eine pOCA Wurzel handelte, zeigte aber eine 
normale Entwicklung. Durch die Pfropfung der cue1-1 Rosette wurde die Entwicklung der 
pOCA Wurzel also nicht beeinträchtigt. Ein ähnliches Bild zeigte die Pfropfung in 
umgekehrter Richtung (Abb. 3.5.2). Bei der Konstellation pOCA Rosette auf cue1-1 
Wurzel (Abb. 3.5.2. A) waren die Wurzeln sehr kurz und mit den Wurzeln der cue1-1-
Mutante in Abbildung 3.5.1 D vergleichbar. Leichte Veränderungen waren allerdings bei 
der pOCA Rosette zu beobachten. Der Spross erschien länger und dünner im Vergleich zur 
Rosette im Kontrollexperiment (Abb. 3.5.2. D), doch Auswirkungen auf den Blattphänotyp 
waren auch hier nicht zu beobachten. Der Kontakt zur cue1-1 Wurzel hatte keinen Einfluss 
auf die Entwicklung des Mesophylls im pOCA Blatt (Abb. 3.5.2. C), so dass keine Ansätze 
eines retikulierten Blattphänotyps festgestellt wurden. 
Diese Ergebnisse haben somit die Hypothese, dass ein potentielles Signalmolekül aus dem 
Phenylpropanstoffwechsel für die Steuerung der Mesophyllentwicklung der cue1-Mutante 
im Wurzelparenchym generiert und dann durch den Spross in die Blätter transportiert wird, 
widerlegt. Durch die Pfropfungen konnte keine Kommunikation zwischen Spross und 
Wurzel festgestellt werden. 
 
 
3.6 Cytokinine revertieren den retikulierten Phänotyp der cue1-Mutanten 
 
DCG kann unter bestimmten Bedingungen, z. B. bei Verarmung an endogenen 
Cytokininen, deren Wirkung partiell substituieren (Orr und Lynn, 1992; Teutonico et al., 
1991). Auf der Basis des Befundes, dass DCG in der Lage ist, den cue1 Phänotyp 
biochemisch zu komplementieren, wurde überprüft, ob nach Fütterung von trans-Zeatin 
eine ähnliche Wirkung erzielt werden kann. 
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Die transienten Fütterungen mit Cytokinin erfolgten durch Umsetzen der für 2-3 Wochen 
steril angezogenen intakten Pflanzen auf MS-Agar, dem 1 µM trans-Zeatin zugesetzt 
wurde. Abbildung 3.6.1 zeigt, dass nach 7-tägiger Anzucht der Mutanten auf Zeatin ein 
Rückgang des retikulierten Phänotyps zu beobachten war, nach weiteren 4 Tagen zeigte 
cue1-1 einen Wildtyp-ähnlichen Blattphänotyp. 
 
 
 
Abb. 3.6.1: Fütterung der cue1-1-Mutanten mit 1 µM trans-Zeatin im Vergleich zur Kontrolle (MS) 
 
 
Durch Zugabe von hohen Konzentrationen an Kinetin, das im Vergleich zu trans-Zeatin 
eine weitaus geringere Wirksamkeit hat, konnte der retikulierte Phänotyp ebenfalls kuriert 
werden (nicht gezeigt). Die Behandlung mit steigenden Kinetin-Konzentrationen führte 
aber auch zu erhöhten Beeinträchtigungen im Wachstum der Mutanten. Die mit 10 µM 
Kinetin gefütterten Mutanten verloren zwar den retikulierten Phänotyp, waren aber extrem 
im Wachstum retardiert. 
Um weitere Aussagen über eine mögliche Rolle von Cytokininen in der Mutante bei der 
Ausbildung des cue1-Phänotyps treffen zu können, wurden die Gehalte dieser 
Phytohormone in Blatt und Wurzel von cue1-1, cue1-6 sowie in den Kontrollen pOCA und 
Col-0 bestimmt (s. 3.7).  
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3.7 Die Gehalte an Cytokininen in der cue1-Mutante und in Kontrolllinien 
 
Die Bestimmung der Gehalte an Cytokininen in Blättern und Wurzeln von cue1-1, cue1-6, 
pOCA und Col-0 erfolgte in der Arbeitsgruppe von Dr. Miroslav Strnad (Institut für 
experimentelle Botanik, Palacký Universität, Olomouc, Tschechien). In den cue1-
Mutanten wurden höhere Gehalte an Cytokininen, vor allem in der Wurzel, gegenüber dem 
Wildtyp nachgewiesen (Abb. 3.7.1). Die Gehalte der unterschiedlichen Cytokinine in 
pmol/g FW sind im Anhang (8.2) zu finden. Abbildung 3.7.1 zeigt eine Aufstellung der 
gemessenen Cytokiningehalte in cue1-1 und cue1-6 Blattrosetten sowie cue1 Wurzel als 
prozentuale Anteile der Gehalte im Wildtyp. Vor allem in den Wurzeln der Mutanten war 
der Cytokiningehalt signifikant (z. T. mehr als zweifach) im Vergleich zum Wildtyp 
erhöht. Für einige Cytokinine wie cZOG, tZROG, cZROG, dHZROG, cZR-5´MP, dHZR-
5´MP und iPR-5´MP war der Gehalt sowohl in der Rosette als auch in der Wurzel der 
cue1-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp deutlich erhöht, z. B. dHZROG um 332% in 
cue1-1 Rosetten und 404% in cue1-Wurzeln. Die Gehalte an Kinetin und trans-Zeatin 
waren in der Mutante unterschiedlich verteilt. In Rosetten von cue1-1 und cue1-6 wurden 
für Kinetin erhöhte Werte detektiert, während der Gehalt in der cue1-Wurzel um ca. 70% 
im Vergleich zum Wildtyp herabgesetzt war. Dagegen wurden in den Wurzeln der cue1-
Mutante stark erhöhte Gehalte an trans-Zeatin nachgewiesen (221% Anteil am Wt-Gehalt). 
In cue1-6 Rosetten war der Gehalt an trans-Zeatin gegenüber Col-0 leicht erhöht (117%), 
in cue1-1 im Vergleich zu pOCA jedoch um ca. 20% herabgesetzt (79%).  
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Abb. 3.7.1: Cytokiningehalte in der cue1-Mutante als prozentuale Anteile der Gehalte im Wildtyp 
 
tZ: trans-Zeatin; cZ: cis-Zeatin; tZR: tZ-Ribosid; cZR: cZ-Ribosid; tZ9G: tZ-9-Glukosid; cZ9G: cZ-9-Glukosid; dHZ: dehydro-
Zeatin; dHZR; dHZ-Ribosid; dHZ9G: dHZ-9-Glukosid; iP: Isopentenyladenin; iPR: iP-Ribosid; iP9G: iP-9-Glukosid; BAP: 6’ 
Benzylaminopurin; BAPR: BAP-Ribosid; m-T: meta-Topolin; o-T: ortho-Topolin; o-TR: o-T-Ribosid; K: Kinetin; tZOG: O-
glucosyl-tZ; cZOG: O-glucosyl-cZ; tZROG: O-glucosyl-tZ-Ribosid; cZROG: O-glucosyl-cZ-Ribosid; dHZOG: O-glucosyl-dHZ; 
dHZROG: O-glucosyl-dHZ-Ribosid; tZR-5´MP: tZR-5´monophosphat; cZR-5´MP: cZR-5´monophosphat; dHZR-5´MP: 
dHZR-5´monophosphat; iPR-5´MP: iPR-5´monophosphat; BAP9G: BAP-9-Glukosid; KR: Kinetinribosid; BAPR-5´MP: 
BAPR-5´monophosphat 
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3.8. Fütterung der cue1-Mutanten mit Auxin 
 
Da der retikulierte cue1-Phänotyp durch Fütterung mit DCG und Cytokininen wie Zeatin 
und Kinetin kuriert werden konnte, wurde auch Auxin als weiteres Phytohormon in 
Fütterungsexperimenten eingesetzt. Als aromatische Aminosäure geht Tryptophan in die 
Auxin-Synthese ein, so dass, im Gegensatz zu Cytokinin, eine direkte Verbindung zum 
durch PEP gespeisten Shikimatweg hergestellt werden kann.  
Durch externe Zugabe des Auxins NAA (Naphtylessigsäure) mit einer Konzentration von 
1 µM konnte der retikulierte Blattphänotyp der cue1-1-Mutante nicht revertiert werden 
(Abb. 3.8.1). Dies konnte bei Fütterung von cue1-Mutanten und Kontrollen, deren Wurzeln 
vor dem Transfer auf NAA-haltiges Medium entfernt wurden (hier nicht gezeigt), als auch 
in den intakten Pflanzen beobachtet werden (siehe Abb. 3.8.1). Auch durch Zusatz einer 
höheren NAA-Konzentration (10 µM) zum MS-Agar, wurde keine Reversion des 
retikulierten Phänotyps erreicht (nicht gezeigt). 
Die Fütterungsexperimente zeigten, dass durch die externe Zugabe von NAA ein 
verstärktes Wachstum der Seitenwurzeln hervorgerufen wurde. Durch die Verstärkung des 
Lateralwurzelwachstums, als eine von vielen Funktionen von Auxin bekannt, erschienen 
die Wurzeln durch das geringe Längenwachstum in der cue1-Mutante leicht buschig. 
Durch Fütterung mit 10 µM wurde dieser Effekt noch verstärkt. 
 
 
 
Abb. 3.8.1: Anzucht der cue1-Mutanten auf MS, supplementiert mit 1 µM NAA, im Vergleich zu Kontrolllinien 
(MS) 
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Um weitere Überlegungen über eine mögliche Rolle von Auxinen anstellen zu können, 
wären Informationen über die Gehalte verschiedener Auxine in Blatt und Wurzel der cue1-
Mutanten im Vergleich zum Wildtyp hilfreich. Leider waren zum Zeitpunkt der 
Fertigstellung dieser Arbeit noch keine entsprechenden Messwerte verfügbar. 
 
 
3.9 Induzierbares RNAi für AtPPT1 im Wildtyp-Hintergrund 
 
Für genomweite Expressionsanalysen sollte AtPPT1 mit Hilfe eines induzierbaren 
Promotorsystems transient über RNAi reprimiert werden. Hierzu wurde das durch Ethanol 
induzierbare alcR-alcA Promotorsystem der Firma Syngenta eingesetzt. Vor der 
Entwicklung dieses induzierbaren Zweikomponentensystems, wurde die Funktionalität des 
verwendeten RNAi-Konstruktes im folgenden Versuchsansatz (3.9.1) getestet. 
 
 
3.9.1 Entwicklung des retikulierten cue1-Blattphänotyps durch konstitutive 
Expression des AtPPT1-RNAi-Konstrukts  
 
Um zu überprüfen, ob das Herabsetzen der AtPPT1-RNA im Wildtyp-Hintergrund eine 
Entwicklung des retikulierten cue1-Blattphänotyps zur Folge hat, wurde ein RNAi-
Konstrukt für PPT1 (Abb. 3.9.1.1) unter die Kontrolle des CaMV35S-Promotors gestellt 
und in Col-0 Pflanzen exprimiert. Die selektierten, das RNAi-Konstrukt tragenden, Col-
0/35S:PPT1-RNAi Linien zeigten einen cue1-ähnlichen retikulierten Blattphänotyp, der 
aber nicht in der gesamten Blattrosette ausgeprägt war (Abb. 3.9.1.2). Vor allem die älteren 
Blätter zeigten eine dunkelgrüne Färbung in der gesamten Lamina.  
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p35S tnosbar 
intron PPT1 asPPT1 s 
 
Abb. 3.9.1.1: Schematische Darstellung des RNAi-Konstruktes für AtPPT1 
PPT1 wurde in sense (s) und antisense (as) Orientierung in den Vektor pKannibal (s. Anhang 8.3) kloniert, wo 
es ein Intron von ca. 800 bp flankiert. Als Transformationsvektor diente pGreenII mit einem 35S-Promotor, 
nos-Terminator (tnos) und einer BASTA®-Resistenz (bar) zur Selektion positiver Transformanden 
 
 
 
 
 
Abb. 3.9.1.2: Entwicklung eines retikulierten Blattphänotyps in den Col-0/35S:AtPPT1-RNAi Linien 
 
 
 
3.9.2 Die Generierung Ethanol-induzierbarer AtPPT1-RNAi Pflanzen im    
Col-0 Hintergrund 
 
Das alcR-alcA Promotorsystem basiert auf der Eigenschaft des alcRepressors (alcR), sich 
in Gegenwart von Ethanol vom alcA-Promotor abzulösen. In den erzeugten Konstrukten 
befindet sich das transient zu exprimierende AtPPT1-RNAi-Konstrukt unter der Kontrolle 
des alcA-Promotors, während der alcR-Transkriptionsfaktor unter der Kontrolle eines 35S-
Promotors exprimiert wird (Abb. 3.9.2.1). Letztere Sequenz wurde zuerst in den 
Transformationsvektor pGreenII mit einer BASTA® Resistenz für die Selektion der 
transformierten Pflanzen kloniert, der zuvor durch Entfernen einer HindIII-Schnittstelle 
modifiziert wurde. Das alcA-PPT1RNAi-Konstrukt wurde dann ebenfalls in diesen Vektor 
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eingebracht. Die schematische Darstellung der Klonierungsstrategie ist im Anhang 
aufgeführt (8.3). Anzucht und Induktion der mit diesem Vektor transformierten und 
selektierten Col-0 Nachkommen erfolgten auf MS-Platten. Nach Anzucht der                
Col-0/alcA:PPT1RNAi Linien für ca. 2-3 Wochen wurden die jungen Pflanzen auf frisches 
MS-Medium umgesetzt, das kurz vor dem Erstarren mit Ethanol supplementiert wurde 
(EtOH-Gehalt im Medium: 0,015%). Zu verschiedenen Zeitpunkten nach Induktion 
wurden nach fotografischer Dokumentation der induzierten Pflanzen und Kontrollen (Abb. 
3.9.2.2) Proben entnommen und über RT-PCR die Intensität des PPT1-Signals 
nachgewiesen (Abb. 3.9.2.3). Nach 168-stündiger Anzucht auf Ethanol war die 
Ausprägung eines retikulierten Blattphänotyps erkennbar (Abb. 3.9.2.2 A). Anhand der 
Expressionsanalyse mittels RT-PCR konnte, wie erwartet, ein Rückgang in der PPT1-
Transkriptmenge nachgewiesen werden (Abb. 3.9.2.3).  
Zu diesem Zeitpunkt wurde die Induktion abgebrochen und die induzierten Pflanzen auf 
frisches MS-Medium umgesetzt. Nach dem Entzug der Ethanol-Quelle wurden zu 
definierten Zeitpunkten zwischen 2 h und 120 h Blattproben entnommen und über RT-PCR 
analysiert, wann eine Erhöhung in der PPT1-Transkriptmenge zu beobachten ist. Nach 48 
h konnte bereits ein stärkeres Signal für PPT1 detektiert werden. Die neu entwickelten 
Blätter der Col-0/alcA:PPT1RNAi Mutanten zeigten keinen retikulierten Phänotyp mehr 
(Abb. 3.9.2.2 B). Eine Ausweitung dieser Entwicklung auf weitere Rosettenblätter war 
nach 96 h zu beobachten (Abb. 3.9.2.2 C, D). Nach 120 h Ethanol-Entzug wurden wieder 
größere PPT1-Transkriptmengen in den transgenen Linien nachgewiesen (Abb. 3.9.2.3).  
Um zu klären, welche Auswirkungen die Reversion des knock-downs des PPT1 auf das 
Transkriptom der Mutanten hat, wurde eine Microarray-Analyse durchgeführt (s. 3.10.3). 
Dabei wurden die Zeitpunkte 168 h nach Ethanol-Induktion (Zeitpunkt 0) und 72 h sowie 
120 h nach Ethanol-Entzug ausgewählt und mit der Kontrolle (Col-0/alcA:PPT1RNAi, 
nicht induziert) verglichen. Um mögliche Ethanol-spezifische Effekte auf die 
Genexpression zu berücksichtigen, wurden auf Ethanol angezogene Col-0 Kontrollen bei 
den Microarray-Analysen eingesetzt. 
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HindIII HindIII
bar palcAalcR tnosp35S tnos 
intronPPT1 s PPT1 as  
 
 
Abb. 3.9.2.1: Schematische Darstellung des induzierbaren RNAi-Systems für PPT1 
Das PPT1RNAi-Konstrukt steht unter der Kontrolle des alcA-Promotors (palcA). Dem alcRepressor (alcR) wird 
ein 35S-Promotor vorangestellt. Weitere Komponenten: Basta®-Resistenz (bar) und nos-Terminatoren (tnos) 
Die Klonierungsstrategie ist im Anhang (8.3) enthalten.  
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.9.2.2: Blattphänotyp der Col-0/alcA:PPT1RNAi Linien 168 h nach Ethanol-Induktion (A) und 48 h (B) 
sowie 96 h (C, D) nach Ethanol-Entzug im Vergleich zur Kontrolle (Col-0/alcA:PPT1RNAi; nicht induziert) 
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Abb. 3.9.2.3: RT-PCR-Nachweis der PPT1-Produkte bei Induktion (EtOH) und nach Abbruch der Induktion 
(EtOH-MS) im Vergleich zur Kontrolle (MS und MS-MS) 
 
 
 
3.10. Die Suche nach „Kandidatengenen“ mit Hilfe einer genomweiten 
Expressionsanalyse  
 
 
3.10.1 Die Genexpression in Rosetten und Wurzeln der cue1-Mutante  
im Vergleich zur Kontrolle 
 
Um festzustellen, welche Gene in der cue1-Mutante gegenüber dem Wildtyp dereguliert 
sind, wurden Microarray-Analysen von cue1-1 und pOCA Linien durchgeführt. 
Abbildung 3.10.1.1 A zeigt ein Venn-Diagramm* der insgesamt deregulierten Gene in 
Blatt und Wurzel von cue1-1 im Vergleich zu pOCA. Dabei ist ersichtlich, dass neben 
einer Reihe von Genen, deren Expression in cue1-1 im Vergleich zur Kontrolle 
herabgesetzt war (1351 im Blatt und 363 in der Wurzel), auch viele Gene in cue1-1 
gegenüber pOCA hochreguliert waren (823 im Blatt und 265 in der Wurzel). Zusätzlich 
zeigten 182 Gene sowohl im Blatt als auch in der Wurzel veränderte Expressionsstärken. 
Abbildung 3.10.1.1 B zeigt die Anzahl der Gene, die mit einem Verhältnis von log2 > 1 < -
1 in cue1-1 stark dereguliert waren.  
 
*benannt nach John Venn, englischer Mathematiker (Mengenlehre) 
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(A)  (B) 
Abb. 3.10.1.1: Anzahl aller (A) und im Bereich von log2 > 1 < -1 (B) deregulierten Gene in cue1-1 im 
Verhältnis zu pOCA   
 
 
 
Alle im Verhältnis zu pOCA deregulierten Gene in Blatt und Wurzel von cue1-1 wurden in 
unterschiedliche Funktionsbereiche wie Transport, Photosynthese, Stress, Entwicklung und 
Signaltransduktion, DNA- und RNA-Prozessierung, Transkriptionsregulation, 
Stoffwechsel von Phytohormonen, Proteinbiosynthese und –abbau sowie Zellorganisation 
eingeordnet (Tab. 3.10.1.1). Die Funktion von ca. 16% der betroffenen Gene ist unbekannt. 
Unter den Genen, deren Expression in cue1-1 stark herabgesetzt war, befindet sich der 
AtPPT1, der mit einem Verhältnis von log2 < -3 relativ zum Wildtyp dereguliert war. Es 
waren auch fünf weitere Gene, die benachbart zum PPT1-Lokus auf Chromosom V liegen, 
stark dereguliert (Tab. 3.10.1.2). Aufgrund dieser Beobachtung wurde mittels PCR 
überprüft, ob in cue1-1 Amplifikationsprodukte entsprechend dieser Gene nachzuweisen 
sind. Möglicherweise führte die Mutagenese durch γ-Bestrahlung nicht nur zu einem 
Funktionsverlust des PPT1, sondern auch zu Deletionen in weiteren, PPT1-benachbarten 
Genen. Abbildung 3.10.1.2 zeigt, dass für keines der fünf Gene in cue1-1 ein Produkt 
amplifiziert werden konnte, während für pOCA ein entsprechendes Signal detektiert 
wurde. Wie vermutet, ist die DNA in den PPT1-benachbarten Bereichen, wie bei PPT1 
selbst, bei der Generierung der cue1-1 Mutante zerstört worden. 
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Tab. 3.10.1.1: Anzahl der deregulierten Gene in Blatt und Wurzel von cue1-1 im Verhältnis zu pOCA, sortiert 
nach Funktionsgruppen (Teil 1) 
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Tab. 3.10.1.1: Anzahl der deregulierten Gene in Blatt und Wurzel von cue1-1 im Verhältnis zu pOCA, sortiert 
nach Funktionsgruppen (Teil 2) 
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Tab. 3.10.1.2: Deregulierung (log2) von AtPPT1 und benachbarten Genen in Blatt und Wurzel von cue1-1 im 
Vergleich zu pOCA 
 
 
Gen Funktion cue1-1 Blatt cue1-1 Wurzel 
At5g33290 misc.UDP glucosyl and glucoronyl transferases -4,59 -4,41 
At5g32440 DNA.synthesis/chromatin structure -3,72 -3,08 
At5g34853 DNA.synthesis/chromatin structure.retrotransposon/transposase -3,52 -3,54 
At5g32470 not assigned.unknown -3,30 -3,30 
At5g33280 transport.unspecified anions -3,25 -2,01 
At5g33320 
= PPT1 transport.metabolite transporters at the envelope membrane -3,10 -3,41 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.10.1.2: Agarosegel einer PCR mit genomischer DNA: Amplifikation von PPT1 und benachbarten 
Genen in den Linien cue1-1, cue1-6 und den jeweiligen Kontrolllinien 
 
 
 
 
3.10.2  Durch DCG-Fütterung verursachte Veränderungen im 
Expressionsprofil der cue1-Mutante  
 
Durch Fütterung von cue1-1 mit DCG wurde der retikulierte Phänotyp der Mutante 
revertiert (3.4). Daher sollte in einer Zeitreihe untersucht werden, welche Gene durch DCG 
in ihrer Expression verändert sind, bzw. welche nachgeschalteten Stoffwechselwege in der 
Mutante durch DCG-Aufnahme initiiert werden, die einen Einfluss auf die 
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Mesophyllentwicklung haben. Abbildung 3.10.2.1 zeigt Venn-Diagramme mit den Genen, 
deren Expression in cue1-1 in einer Zeitreihe nach DCG-Fütterung von 1 h, 4 h und 24 h 
verändert war. Auffallend ist, dass keines der Gene eine Deregulierung zu allen drei 
Zeitpunkten nach DCG-Fütterung zeigte. Dafür war z. B. die Expression von zwei Genen 
nach 1 h auf MS+DCG hochreguliert und nach 4 h wieder im Vergleich zur Kontrolle 
herabgesetzt. Insgesamt waren die meisten Gene erst nach 4 h oder 24 h dereguliert. Auch 
hier wurde z. B. für 13 Gene eine induzierte Expression nach 4 h festgestellt, während die 
Expression nach 24-stündiger Anzucht auf DCG im Vergleich zur Kontrolle verringert 
war. Die Tabelle 3.10.2.1 zeigt alle deregulierten Gene in cue1-1 in allen drei Zeitpunkten 
nach DCG-Fütterung, die entsprechend ihrer Funktion zusammengefasst wurden.  
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(A) 
 
 
 
(B)       (C) 
 
 
 
 
Abb. 3.10.2.1: Venn-Diagramme aller (A) und im Bereich von log2 > 0,5 < -0,5 (B)  sowie log2 > 1 < -1 (C) 
deregulierten Gene in DCG-gefütterten cue1-1-Mutanten 
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Tab. 3.10.2.1: Anzahl der deregulierten Gene in cue1-1 nach 1 h, 4 h und 24 h Fütterung mit DCG, sortiert 
nach Funktionsgruppen (Teil 1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
  96 
                                                                                                                Ergebnisse 
 
Tab. 3.10.2.1: Anzahl der deregulierten Gene in cue1-1 nach 1 h, 4 h und 24 h Fütterung mit DCG, sortiert 
nach Funktionsgruppen (Teil 2) 
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Die genomweite Expressionsanalyse sollte nähere Informationen zu Kandidatengenen 
liefern, die in die Entwicklungsprozesse eingebunden sind, die zur Ausprägung des cue1-
Phänotyps führen. Tabelle 3.10.2.2 zeigt eine Gegenüberstellung der Gene, die sowohl in 
cue1 als auch nach DCG-Behandlung gemeinsam dereguliert sind. Darunter befinden sich 
49 Gene, deren Expression im Blatt der cue1-1-Mutante herabgesetzt war. Davon waren 4 
Gene nach 1 h, 8 Gene nach 4 h und 37 Gene nach 24 h DCG-Fütterung hochreguliert. 
Von 24 in cue1-1 Wurzeln herunterregulierten Genen war eines nach 1 h, 2 Gene nach 4 h 
und wieder der größte Anteil, nämlich 21 Gene nach 24 h DCG-Fütterung hochreguliert. 
Von den gegenübergestellten Genen konnte nur für 3 Gene eine verringerte Expression 
sowohl im Blatt als auch in der Wurzel der cue1-1-Mutante beobachtet werden, während 
jeweils eines dieser Gene nach 1 h, 4 h und 24 h DCG-Fütterung hochreguliert war.  
Bei Betrachtung der annotierten Funktionen (Tabelle 3.10.2.2) fällt auf, dass viele Gene in 
die Lichtreaktion der Photosynthese eingebunden sind. Dies ist nicht unerwartet, da cue1-1 
Limitationen in diesem Bereich aufweist und eine Erhöhung der in der Mutante 
beeinträchtigten Genexpression mit dem kurierten Phänotyp korreliert. Weitere Gene sind 
in den Stoffwechsel von Phytohormonen wie Auxin eingebunden oder fungieren als 
Transkriptionsfaktoren.  
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Tab. 3.10.2.2: Auswahl deregulierter Gene (log2-Werte) in cue1-1 und nach DCG-Fütterung (Teil 1) 
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Tab. 3.10.2.2: Auswahl deregulierter Gene (log2-Werte) in cue1-1 und nach DCG-Fütterung (Teil 2) 
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3.10.3  Deregulierung der Genexpression durch einen transienten 
RNAi-Ansatz 
 
Die Expressionsdaten zeigten, dass nach einer Induktion von 168 h in Gegenwart von 
Ethanol eine hohe Anzahl von Genen (ca. 3800) in den Col-0/alcA:PPT1RNAi Linien 
dereguliert war. Unter Berücksichtigung der auf Ethanol angezogenen Wildtyp-Kontrollen, 
konnte festgestellt werden, dass ca. 22% dieser Gene bereits auf Ethanol ansprachen. 
Dieser deutliche Ethanol-Effekt auf die Genexpression zeigte sich auch noch zum 
Zeitpunkt 72 h bzw. 120 h nach dem Transfer der Pflanzen auf Ethanol-freies Medium. 
Bei der Auswertung der Expressionsanalyse wurden zunächst die Gene berücksichtigt, die 
sowohl in cue1 als auch in den induzierten Col-0/alcA:PPT1RNAi Linien (168 h Ethanol) 
aufgrund des PPT1 knock-downs gleichermaßen dereguliert waren. Für viele der hier 
gemeinsam herunterregulierten Gene zeigte sich bei Rückkehr des PPT1 Signals und der 
Reversion des retikulierten Phänotyps nach 72 h bzw. 120 h Ethanol-Entzug wiederum 
eine erhöhte Expression. Durch Induktion der Expression des RNAi-Konstrukts konnte die 
PPT1-Transkriptmenge stark herabgesetzt werden, das cue1-1 Niveau aber nicht ganz 
erreichen (Tab. 3.10.3.1). Dies korrelierte mit der Ausbildung des retikulierten Phänotyps 
in den transformierten Linien, der zu diesem Zeitpunkt nicht in allen Rosettenblättern zu 
beobachten war (Abb. 3.9.2.2). Durch den Ethanol-Entzug war PPT1 nach 72 h um den 
Faktor 1,45 und nach 120 h um den Faktor 2,58 gegenüber dem Zeitpunkt der Induktion 
(168 h EtOH)  hochreguliert. 
 
 
 
 
 
 
 
Tab. 3.10.3.1: Microarray-Daten der PPT1-Expression (log2-Werte sind angegeben) *Der Faktor gibt das 
Verhältnis der Induktion des PPT1 nach Ethanol-Entzug relativ zum Zeitpunkt 0 (168 h EtOH) an. 
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Auf die Expression der PPT1-benachbarten Gene, die in cue1-1 gemeinsam mit PPT1 
stark dereguliert waren, zeigte die Induktion keinen Effekt. Somit konnte die Vermutung, 
dass die cue1-1 Mutagenese durch γ-Strahlen neben PPT1 selbst auch zu Deletionen in 
weiteren Genen führte, zusätzlich zur durchgeführten DNA-Analyse (Abb. 3.10.1.2), 
bestätigt werden.  
Tabelle 3.10.3.2 zeigt eine Auflistung ausgewählter Gene, verglichen mit den Microarray-
Daten für cue1 und der DCG-Fütterung. Dabei wurde auch berücksichtigt, welche 
Wirkung Ethanol auf das Transkriptom ausübte. Auf die PPT1-Expression hatte Ethanol 
keinen Effekt. Jedoch zeigten alle in Tabelle 3.10.3.2 aufgeführten Kandidaten einen 
starken Rückgang in der Expression als Antwort auf Ethanol.  
Eines von zwei Genen, die im Auxin-Stoffwechsel eingebunden sind, war nach Ethanol-
Induktion sehr stark reprimiert (log2 < -5), zeigte dann zum Zeitpunkt 72 h nach Ethanol-
Entzug eine signifikante Erhöhung in der Expression (log2 > 2), die, leicht auf log2 = 0,76 
verringert, auch nach 120 h zu beobachten war. Hinsichtlich der Ethanol-Wirkung auf die 
Expression dieses Gens (At3g44300), das für die Nitrilase 2 (NIT2) kodiert, konnte auch 
eine starke Repression (log2 < -4) festgestellt werden. Somit lässt sich die starke 
Verringerung der Expression bei RNAi-Induktion z. T. durch den Ethanol-Effekt erklären. 
NIT2 ist aber auch in cue1-1 im Vergleich zu pOCA dereguliert und eine verstärkte 
Expression konnte nach einstündiger DCG-Fütterung beobachtet werden, die hier mit der 
Reversion des retikulierten Phänotyps einherging. 
Einige Gene unbekannter Funktion, wie z. B. At1g19180 und At2g41640, waren sowohl in 
cue1-1 als auch in den induzierten Linien stark dereguliert und wurden nach Ethanol-
Entzug und Rückkehr des PPT1 Signals verstärkt exprimiert. Die Fütterung mit DCG hatte 
hier keinen Einfluss auf die Genexpression.  
Durch die Gegenüberstellung der Daten aus den unterschiedlichen Microarrays, konnten  
somit einige Gene in die engere Auswahl gestellt werden, die als Kandidaten für weitere 
Untersuchungen zur Überprüfung ihrer putativen Signalfunktion bei der Ausbildung des 
retikulierten Phänotyps dienen können. 
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Tab. 3.10.3.2: Auswahl deregulierter Gene in Col-0/alcA:PPT1RNAi nach Ethanol-Induktion und nach Entzug 
der Ethanol-Quelle, unter Berücksichtigung der Ergebnisse der Expressionsanalyse in cue1 und nach DCG-
Fütterung 
log > 3 log > 1 log > 0,5 log < -0,5 log < -1 log < -3 
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3.11 Identifizierung von „Zielgenen“ durch einen Activation tagging Ansatz 
im cue1-Hintergrund 
 
3.11.1  Die Suche nach cue1-Revertanten  
 
Die Transformation der cue1-1-Mutanten erfolgte mit hohem Durchsatz (ca. 10.000 
Individuen) unter Verwendung des Activation tagging Vektors pSKI015 (Weigel et al., 
2000; Abb. 3.11.1.1). Die T-DNA des Vektors enthält eine sich 4 x wiederholende 
Enhancer Sequenz (= 4 x CaMV35S-Promotor), die verstärkend auf den Promotor der T-
DNA-Insertionsstelle angrenzenden Gene wirken kann. Transformanden, die keinen 
retikulierten Phänotyp mehr zeigten, wurden für weitere Studien selektiert. In diesen T-
DNA Insertionslinien wurden die T-DNA flankierenden DNA-Sequenzen ermittelt und 
über RT-PCR Gene identifiziert, die gegenüber der Kontrolle eine erhöhte Expression 
aufwiesen.  
 
 
 
 
 
LB 3‘ ocs       BAR        mas 5‘                          pBstKS+                           4x35Sen B
2000 4000 6000 
 
Abb. 3.11.1.1: T-DNA-Sequenz des Activation tagging Vektors pSKI015 
(LB = left border; 3’ ocs = 3’ end (octopine synthase); BAR = Basta®-Resistenz; mas 5’ = 5’ end (mannopine 
synthase); pBstKS+ = pBluescript KS+; 4 x 35Sen = 4 x CaMV35S-Enhancer; RB = right border) 
 
)
 
 
Abb. 3.11.1.2: 
Anzucht und Se
  
     (A)      (B 
Transformation einer hohen Anzahl an cue1-1-Mutanten (A) und Ernte der Samen (
lektion potentieller Revertanten 
 RB) zur 
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Die Nachkommen der transformierten cue1-1 Individuen wurden durch Besprühen mit 
BASTA® selektiert. Mit einer Transformationsrate von 0,25% (Transformationsrate von 
pOCA zum Vergleich: 0,5%) wurden ca. 30.000 T-DNA-Mutanten ermittelt, die für die 
Suche nach potentiellen Revertanten zur Verfügung standen (Abb. 3.11.1.2). 
 
 
3.11.2  Kann der retikulierte Phänotyp durch Verstärkung der 
Expression eines Gens im cue1-Hintergrund kuriert werden? 
 
Unter den Transformanden, die im cue1-Hintergrund das Activation tagging-Konstrukt 
exprimierten, befanden sich einige Pflanzen mit veränderter Blattmorphologie- und 
anordnung, jedoch konnte nur eine Mutante identifiziert werden, bei der eine Reversion 
des retikulierten Phänotyps deutlich zu erkennen war (Abb. 3.11.2.1). Somit wurde diese 
Linie für weitere Studien herangezogen und die anderen mutagenisierten Populationen 
nicht näher untersucht. 
Mittels PCR-Walking (s. 2.2.8.9.2) unter Verwendung T-DNA-spezifischer und 
genomischer Oligonukleotide wurde die Insertionsstelle im Genom der Mutante ermittelt. 
Die Insertion befand sich in einem Gen, das für eine Pectinesterase kodiert (Abb. 3.11.2.2). 
Durch Analyse der Expression der im Bereich der Insertionsstelle lokalisierten Gene (s. 
Anhang 8.4) konnte mittels RT-PCR ein Gen identifiziert werden, dessen Expression in der 
Activation tagging Mutante gegenüber Kontrollen hochreguliert war (Abb. 3.11.2.3). Bei 
diesem Gen handelte es sich um eine Nicotianaminsynthase (At5g04950), die die Bildung 
von Nicotianamin, ein Polyamin, aus S-Adenosyl-Methionin katalysiert und in die 
Eisenaufnahme von Pflanzen eingebunden ist (Scholz et al., 1992; Stephan und Scholz, 
1993; Ling et al., 1999; Herbik et al., 1999; Takahashi et al., 2003; Perovic et al., 2006; 
Bauer et al., 2007).  
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Abb. 3.11.2.1: Reversion des retikulierten Phänotyps in der Activation tagging Mutante (cue1-1/35Sen1) im 
Vergleich zu cue1-1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
LR26 At5g04980 At5g04960 At5g04970
x
500 bp 
bar  4x35Sen LB RB 
pEn14 
 pEn1 
 
 
Abb. 3.11.2.2: Schematische Darstellung der T-DNA-Insertionsstelle in cue1-1/35Sen1 mit Angabe der 
verwendeten Primer. Die T-DNA inseriert im 1. Exon der Pectinesterase (At5g04970). 
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Abb. 3.11.2.3: Agarosegel mit RT-PCR Produkten nach 33 Reaktionszyklen 
Bezeichnungen der Linien: cue1-1/35Sen(enhancer)1; pOCA, cue1-1 und Col-0 (Kontrollen) sowie cue1-1 AT 
(Activation tagging)-Ko (Kontrolle) als transformierte cue1-1  
 
 
 
Die Expression der Gene At5g04920, At5g04940 und At5g04990-05010 war in der cue1-
1/35Sen1 Mutante im Vergleich zu den Kontrollen unverändert. At5g04980 kodiert für ein 
Protein der Endonuklease/Exonuklease/Phosphatase Familie und scheint in pOCA im 
Vergleich zu allen cue1-1 Linien stärker exprimiert zu sein. Das für die Pectinesterase 
kodierende Gen (At5g04970) mit der T-DNA-Insertion im ersten Exon sowie At5g04960, 
ebenfalls ein Gen der Pectinesterase-Familie, waren nur schwach exprimiert (siehe Col-0; 
Vergleich Actin-Kontrolle). Beim Nachweis der Produkte für die Nicotianaminsynthase 
(At5g04950), war eine verstärkte Expression des Gens in cue1-1/35Sen1 im Vergleich zu 
den Kontrollen zu erkennen. Abbildung 3.11.2.3 zeigt, dass dieses Gen in cue1-1 im 
Vergleich zu pOCA etwas schwächer exprimiert war, allerdings ist der Unterschied nicht  
signifikant. 
Die Ergebnisse weisen daraufhin, dass der retikulierte cue1-Phänotyp durch 
Überexpression der Nicotianaminsynthase kuriert werden konnte. Die Insertionslinie cue1-
1/35Sen1 war im Wachstum ähnlich der cue1-Mutante verzögert. Es war nicht möglich, 
von cue1-1/35Sen1 Samen zu gewinnen, um Nachkommen dieser Linie für weitere Studien 
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zu erhalten. Die Infloreszenzen bildeten sich in der Revertante erst nach ca. 8 Wochen. 
Bevor die Entwicklung der Schoten einsetzte, zeigten die Rosettenblätter eine hellbraune 
Färbung, die sich auf die gesamte Pflanze ausweitete und zum Verlust der Mutante führte 
(Abb. 3.11.2.4). 
 
 
 
Abb. 3.11.2.4: Stadium der cue1-1/35Sen1 Revertante nach ca. 3 Monaten 
 
 
 
 
 
3.12. Die Isolierung von ppdk- und p-enolase-Mutanten sowie Herstellung 
und Analyse von ppdk x cue1-1 und p-enolase x cue1-1 
Doppelmutanten 
 
Um zu klären, ob eine mögliche endogene Aktivität der plastidären Pyruvat,Pa-Dikinase 
eine Rolle bei der Bereitstellung von PEP für den Shikimatweg in bestimmten Geweben 
oder Stadien der Pflanzenentwicklung dient, wurden T-DNA Insertionslinien isoliert, die 
einen Defekt in der PPDK zeigten. Die Kreuzung der homozygoten ppdk-Mutanten mit 
cue1-1 und die anschließende Analyse der Doppelmutanten sollten zeigen, ob der 
zusätzliche Funktionsverlust der PPDK Auswirkungen auf den Phänotyp und die 
Entwicklung der Mutanten hervorruft.  
Um die Bedeutung einer möglicherweise vollständigen plastidären Glykolyse für die 
Anlieferung von PEP im Stroma zu klären, sollte außerdem der Effekt des 
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Funktionsverlustes der potentiell plastidären Enolase (At1g74030) untersucht werden. Es 
gibt noch zwei weitere, cytosolische Gene (At2g29560, At2g36530), die für Enolasen 
kodieren. Da mindestens drei der Phosphoglyceratmutasen für plastidäre Enzyme kodieren, 
wurde die als plastidär annotierte Enolase für diesen Ansatz ausgewählt. Nach Analyse der 
entsprechenden Doppelmutanten wäre die Herstellung von Dreifach-Mutanten der nächste 
Schritt, um zu überprüfen, ob das Ausschalten aller bekannten Möglichkeiten, PEP im 
Plastiden bereitzustellen, zu letalen Mutanten führt. 
 
 
3.12.1  Analyse der Expression von PPDK und p-Enolase in cue1 im 
Vergleich zum Wildtyp 
 
Bei den Microarray-Analysen konnten in cue1-1 im Vergleich zu pOCA keine 
Veränderungen in der Expression der PPDK und der p-Enolase festgestellt werden. Auch 
über RT-PCR wurden keine signifikanten Unterschiede in der Expression der p-Enolase in 
cue1-1 im Vergleich zu pOCA detektiert (Abb. 3.12.1.1). Die potentiell plastidäre Enolase 
war in beiden Linien verstärkt in der Wurzel exprimiert. Auch das in „Genevestigator“ 
erhältliche Expressionsspektrum aus verschiedenen Geweben von A. thaliana weist auf 
eine verstärkte Expression der p-Enolase in diesem Gewebe hin (Abb. 3.12.1.2).  
Die PPDK scheint in Blattrosetten von cue1-1 gegenüber pOCA geringer exprimiert zu 
sein, allerdings war der Unterschied im Vergleich zu der Actin2-Kontrolle nicht 
signifikant. Die PPDK-Expression war in der Wurzel schwächer als in Blättern. Dies 
konnte mit Hilfe der in „Genevestigator“ erhältlichen Daten bestätigt werden (Abb. 
3.12.1.2). In pOCA Wurzeln war kein Signal für PPDK zu erkennen (Abb. 3.12.1.1 A und 
B). Eine stärkere Expression wurde hingegen in den Wurzeln der Mutante beobachtet. 
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Abb. 3.12.1.1: RT-PCR Analyse der Expression von PPDK und p-Enolase in ca. 28 Tage alten Rosetten und 
Wurzeln von cue1-1 im Vergleich zu pOCA; (A) 28 Zyklen (B) 30 Zyklen; je 23 Zyklen für Actin2 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.12.1.2: Expression der PPDK (A) und der p-Enolase (B) während der Pflanzenentwicklung; Die 
verwendeten Daten stammen von AtGenExpress und NASC (www.genevestigator.ethz.ch). Die heat maps 
(Falschfarbendarstellung) wurden in blau-weißer Farbabstufung für die absoluten Werte der Signalintensität 
erstellt. 
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3.12.2  Die ppdk und ppdk x cue1-1 Mutanten 
 
Aus der SALK-T-DNA-Mutanten-Kollektion wurde eine Pflanzenlinie mit einer T-DNA- 
Insertion im vierten Intron am PPDK-Lokus (At4g15530) isoliert (Abb. 3.12.2.1 A). In der 
homozygoten ppdk-Mutante konnten keine AtPPDK-Transkripte über RT-PCR (Abb. 
3.12.2.1 B) mit genspezifischen Primern nachgewiesen werden. Durch Southern-Blot 
Analyse wurden für die ppdk-Mutante mehrere T-DNA-Insertionen ermittelt (Abb. 
3.12.2.1 C). Die auf Erde und auf MS-Medium angezogenen knock-out-Linien zeigten 
keinen vom Wildtyp abweichenden Phänotyp (Abb. 3.12.2.2).  
 
 
 
 (A) 
 
 
   
(B) (C) 
    
Abb. 3.12.2.1: Molekulare Charakterisierung der ppdk-Mutante. 
 
(A) Schematische Darstellung der Genstruktur von ppdk mit Angabe der T-DNA-Insertionsstelle sowie die 
Lage der HindIII-Schnittstellen und Primer (B) RT-PCR mit den Primerkombinationen Pfor/Prev (a) und 
Pfor2/Prev2 (b); 31 Zyklen für At4g15530 und 25 Zyklen für Actin2 (C) Southern-Blot; HindIII verdaute DNA 
von ppdk (Doppelprobe) und Col-0 wurden mit einer T-DNA spezifischen Sonde (siehe A) hybridisiert. Die 
Größe des zu erwartenden HindIII-Fragments für ppdk ist angegeben. 
 
  111 
                                                                                                                Ergebnisse 
 
 
(A) 
(B) (C) 
 
Abb. 3.12.2.2: Der Phänotyp auf MS-Medium angezogener ppdk-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (ca. 3-4 
Wochen alt). Komplett (A) und Detail Blattrosette Col-0 (B) und ppdk (C) 
 
 
Die ppdk-Mutante wurde mit cue1-1 gekreuzt und die zweite Generation nach 
homozygoten Doppelmutanten durchmustert. Unter den getesteten Mutanten befanden sich 
vier Pflanzen, für die mit insertionsspezifischen Primern in der PCR-Analyse ein positives 
Signal detektiert wurde (Abb. 3.12.2.3). Abbildung 3.12.2.4 zeigt, dass die 
Doppelmutanten keinen von cue1 abweichenden Blattphänotyp ausprägten. Weiterhin 
konnte beobachtet werden, dass die Doppelmutanten gegenüber cue1-1 teilweise längere 
Wurzeln besaßen. Aufgrund dieses Befunds wurden die PPDK überexprimierenden Linien 
im cue1-6 und Col-0 Hintergrund (cue1-6/PPDK und Col-0/PPDK) zum Vergleich 
herangezogen (Abb. 3.12.2.5). Während kein signifikanter Unterschied zwischen der 
Wurzellänge der cue1-6/PPDK und der cue1-6 Mutante festzustellen war, zeigten die Col-
0/PPDK Linien im Vergleich zu Col-0 kürzere Wurzeln.  
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Abb. 3.12.2.3: PCR-Analyse der homozygoten ppdk x cue1-1 Doppelmutanten (M1-M4).  
Die Primerkombination aus T-DNA-spezifischen left border primer (LB) und genspezifischen Pfor (in Abb. 
3.12.2.1 A gezeigt) diente zur Identifizierung von Pflanzen mit mutiertem Allel (a). Die genspezifische 
Primerkombination Pfor und Prev diente zur Identifikation von Pflanzen mit Wildtyp-Allel der PPDK (b). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.12.2.4: Der Phänotyp der homozygoten ppdk x cue1-1 Doppelmutante. Detail: cue1-1 (B) und ppdk x 
cue1-1 (C); ca. 4 Wochen alt 
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Abb. 3.12.2.5: Der Wurzelphänotyp der PPDK-überexprimierenden Linien cue1-6/PPDK und Col-0/PPDK 
gegenüber Kontrolllinien. 
 
 
 
 
 
3.12.3  Die p-enolase und p-enolase x cue1-1 Mutanten 
 
Bei der aus der SALK-T-DNA-Mutanten-Kollektion isolierten potentiell plastidären 
Enolase-Mutante (At1g74030), liegt die T-DNA im fünften Exon des Gens (Abb. 3.12.3.1 
A). Die als homozygot identifizierte Mutante wurde mittels RT-PCR überprüft (Abb. 
3.12.3.1 B). Mit den Primerkombinationen Efor und Erev sowie Efor2 und Erev2 konnten 
für die knock-out-Mutante keine Produkte amplifiziert werden. Durch Southern-Blot 
Analysen wurde festgestellt, dass die p-enolase-Mutante mehrere T-DNA-Insertionen trägt 
(Abb. 3.12.3.1 C). Im Hinblick auf den Phänotyp der Mutante war kein Unterschied zum 
Wildtyp (Col-0) erkennbar (Abb. 3.12.3.2).  
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(A) 
 
 
 
 
(C)
(B) 
 
 
Abb. 3.12.3.1: Molekulare Charakterisierung der insertionsmutagenisierten p-enolase-Mutante.  
 
(A) Schematische Darstellung des Enolase-Gens mit Angabe der T-DNA-Insertion, Schnittstellen und 
verwendeten Primer (B) RT-PCR Analyse mit zwei verschiedenen Primerkombinationen (a) Efor/Erev und (b) 
Efor2/Erev2 (C) Nachweis der T-DNA-Insertionen über Southern-Blot mit Angabe der Größe des zu 
erwartenden HindIII-Fragments für p-enolase. 
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Abb. 3.12.3.2: Der Phänotyp der p-enolase-Mutante im Vergleich zum Wildtyp. Die Anzucht erfolgte für ca. 3-
4 Wochen auf MS-Medium. Komplett (A) und Detail Blattrosette p-enolase (B) und Col-0 (C) 
 
 
Nach Kreuzung der p-enolase-Mutante (weibl.) mit cue1-1 (männl.) konnten bei 
Durchmusterung von ca. 300 Pflanzen der F2-Generation nur vier heterozygote und keine 
homozygoten Doppelmutanten isoliert werden. In diesen, in der Enolase heterozygoten 
Linien wurde durch PCR mit T-DNA-spezifischen und genspezifischen Primer (LB/Erev) 
ein Produkt amplifiziert und unter Verwendung einer genspezifischen Primerkombination 
(Efor/Erev) auch ein Signal für das Wildtyp-Allel detektiert (Abb. 3.12.3.3 A). Für PPT1 
konnte nur im Wildtyp ein Amplifikat erhalten werden. Die heterozygoten 
Doppelmutanten prägten einen retikulierten Blattphänotyp aus, zeigten aber im Vergleich 
zu den cue1-1-Mutanten ein stark retardiertes Wachstum (Abb. 3.12.3.4).  
Unter den Nachkommen der heterozygoten p-enolase x cue1-1 Doppelmutanten befanden 
sich wiederum keine homozygoten Linien. Es konnten nur vier heterozygote 
Doppelmutanten isoliert werden, die anderen 70 getesteten Pflanzen wiesen kein T-DNA-
mutiertes Allel auf (Abb. 3.12.3.3 B).  
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Durch weitere Untersuchungen der heterozygoten Linien wurde festgestellt, dass die 
Schoten der Doppelmutanten im Vergleich zu cue1-1 gestaucht und die Anzahl der Samen 
um ca. 50% reduziert waren.  
 
 
 
Abb. 3.12.3.3: PCR-Analyse zur Überprüfung des Allelzustandes der p-enolase x cue1-1 Doppelmutanten 
(M1-M4). Die Primerkombination aus T-DNA-spezifischen left border primer (LB) und genspezifischen Erev (in 
Abb. 3.12.3.1 A gezeigt) diente zur Identifizierung von Pflanzen mit mutiertem Allel (a). Die genspezifische 
Primerkombination Efor und Erev diente zur Identifikation von Pflanzen mit Wildtyp-Allel der p-Enolase (b). 
 
 
 
 
 
(A) 
 
 
(B) 
 
Abb. 3.12.3.4: Der Phänotyp der heterozygoten p-enolase x cue1-1 Doppelmutanten nach 6-7 Wochen (A) 
und nach 9 Wochen (B) Anzucht im Gewächshaus. 
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3.12.5 Bestimmung der Enolase-Aktivität 
 
Der Einfluss des knock-outs der Enolase in der p-enolase-Mutante wurde auf der Ebene 
von Enzymaktivitäten untersucht (s. 2.2.10.2.2). Hierbei muss berücksichtigt werden, dass 
das in der Mutante beeinträchtigte Gen für eine putativ plastidäre Enolase kodiert und noch 
zwei weitere Enolasen in A. thaliana existieren, die im Cytosol lokalisiert sind. Die 
Enzymaktivitäten wurden in Blättern und Wurzeln der p-enolase-Mutante im Vergleich 
zum Wildtyp bestimmt (Tab. 3.12.4.1). Die Ergebnisse zeigen, dass die Aktivität der 
Enolase in der Mutante sowohl in Blättern als auch in Wurzeln verringert war. Die 
plastidäre Enolase ist gegenüber den cytosolischen Enolase-Genen hauptsächlich in der 
Wurzel exprimiert. Hier war die Enolase-Aktivität in der p-enolase-Mutante um ca. 45%, 
in den Blattrosetten um 20% relativ zum Wildtyp herabgesetzt. Mit Ausnahme der cue1-6 
Wurzel konnte in den cue1-Mutanten eine erhöhte Aktivität der Enolase gegenüber dem 
zugehörigen Wildtyp festgestellt werden. 
 
 
 
 
  Rosette Wurzel 
  mU/mg Protein mU/mg Protein
Col-0 44,4 ± 6,7 247 ± 12,5 
p-enolase 35,7 ± 4,6 133 ± 21,8 
cue1-6 91,2 ± 7,1 116 ± 21,9 
cue1-1 106,7 ± 8,6 125 ± 21,1 
pOCA 61,7 ± 2,4 100 ± 5,5 
 
 
Tab. 3.12.4.1: Enolase-Aktivitäten in mU/mg Protein in Blattrosetten und Wurzeln verschiedener A. thaliana 
Linien. n=4 (Rosette) n=3 (Wurzel) 
 
 
 
 
3.13 Untersuchungen zum Nachweis von Flavonoiden in der cue1-Mutante 
 
Durch Promoter-GFP Analyse konnte eine hohe PPT1-Expression in den Wurzelspitzen 
von A. thaliana festgestellt werden, während der PPT2 in den Wurzeln nicht exprimiert ist 
(Knappe et al., 2003). Folglich sollte der Funktionsverlust des PPT1 und die daraus 
resultierenden Einschränkungen in der Synthese von aromatischen AS wie Phenylalanin zu 
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einer starken Limitation an Produkten des Phenylpropanstoffwechsels in den Wurzeln der 
cue1-Mutante führen. Die folgenden Ansätze zur Untersuchung der Flavonoidgehalte in 
den Wurzeln der cue1-Mutanten, ppdk und ppdk x cue1-1 Doppelmutanten (3.13.1) sowie 
p-enolase-Mutanten (3.13.2) im Vergleich zum Wildtyp sollten Hinweise auf die 
Bedeutung des PPT1 für die Synthese von Flavonoiden in den Wurzelspitzen liefern. 
 
 
3.13.1  Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis von Flavonoiden in der 
Wurzel  
 
Durch die Behandlung von 8-10 Tage alten Keimlingen mit DPBA (s. 2.2.10.3) konnte 
eine gelbe bis grünliche Sekundärfluoreszenz von Flavonoiden induziert werden. In 
Abbildung 3.13.1.1 (A-I) sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der mit DPBA-
behandelten Wurzeln von cue1, ppdk, ppdk x cue1-1 Doppelmutanten sowie Wildtyp 
gegenübergestellt. Zwischen den einzelnen Linien wurden keine signifikanten 
Veränderungen der Flavonoid-spezifischen Fluoreszenzintensitäten festgestellt. In der 
Wurzel war in allen Keimlingen eine stark gelbe Fluoreszenz im Bereich der 
Wachstumszone zu beobachten, die auf eine Akkumulation von Quercetin oder 
Naringenin-Chalkon hindeutet (in Abb. 3.13.1.1 markiert). Die blau-grünliche Fluoreszenz 
im Bereich der Wurzelspitze ist möglicherweise auf Kaempferol-Derivate zurückzuführen. 
Genaue Aussagen über die einzelnen Substanzklassen konnten nicht getroffen werden. 
Entgegen den Erwartungen zeigten die Ergebnisse, dass die cue1-Mutanten ebenso wie der 
Wildtyp in der Lage sind, Flavonoide zu akkumulieren. Auch in den ppdk und ppdk x 
cue1-1 Doppelmutanten wurden keine signifikanten Unterschiede in den 
Fluoreszenzintensitäten der Flavonoide beobachtet.  
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Abb. 3.13.1.1: Akkumulation von Flavonoiden in DPBA-behandelten Wurzeln von 8-10 Tage alten 
Keimlingen: (A) Col-0, (B) cue1-6, (C) pOCA, (D) cue1-1, (E) ppdk, (F) ppdk x cue1-1 (Ex.: 330 nm < λ < 380 
nm, Em.: λ > 420 nm) 
 
 
 
3.13.2  HPTLC-Analyse der Gehalte an Flavonoiden in Wurzeln und 
Blattrosetten 
 
Neben der Untersuchung der Flavonoidakkumulation in intakten Keimlingswurzeln, stellt 
die Auftrennung der phenolischen Substanzen über eine hochauflösende Dünnschicht-
chromatographie (HPTLC) eine weitere Möglichkeit dar, Unterschiede im Flavonoidgehalt 
der einzelnen Pflanzenlinien aufzuzeigen. Hierbei wurden methanolische Extrakte aus 
Blättern und Wurzeln der Mutanten und Wildtypen hergestellt und auf Kieselgelplatten 
aufgetragen. Nach Behandlung mit DPBA wurden die aufgetrennten Inhaltsstoffe im UV-
Licht aufgrund ihrer unterschiedlichen Fluoreszenzfarben identifiziert. Die Durchführung 
dieser Versuche erfolgte im Labor von Prof. Dr. B. Weisshaar in Zusammenarbeit mit Dr. 
R. Stracke (Universität Bielefeld). 
Abbildung 3.13.2.1 zeigt die Chromatogramme mit den aufgetrennten Substanzen aus den 
methanolischen Extrakten aus Blattrosetten und Wurzeln von cue1-1, cue1-6 und den 
ppdk- und p-enolase-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp. Es konnten hauptsächlich blau 
fluoreszierende Sinapoyl-Derivate, aber kaum Flavonol-Derivate detektiert werden. 
Unterschiede im Auftrennungsmuster der Substanzen weisen daraufhin, dass in der 
Blattrosette gegenüber der Wurzel z. T. andere Sinapoyl-Derivate zu finden sind. Die 
durch DPBA-induzierte Sekundärfluoreszenz war vor allem in zwei Sinapoyl-Derivaten (I 
und II) in den Wurzeln sehr stark ausgeprägt. In der Wurzel waren gegenüber den 
Blattrosetten allgemein stärkere Signale zu beobachten. In pOCA und den cue1-1-Wurzeln 
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konnten zwei Substanzen mit einer rötlich-gelben Sekundärfluoreszenz detektiert werden, 
die in den anderen Linien fehlten oder nur als sehr schwaches Signal, wie hier in den 
Wurzeln der ppdk-Mutante, erkennbar waren. Bei diesen Substanzen handelte es sich 
aufgrund der Fluoreszenzfarbe möglicherweise um Anthocyane. Signifikante Unterschiede 
im Auftrennungsmuster der Substanzen in cue1 oder den anderen Mutanten im Vergleich 
zum Wildtyp waren nicht zu erkennen. Dieser Befund unterstützt die in 3.13.1 dargelegten 
Hinweise, dass die cue1-Mutanten in der Lage sind, in der Wurzel ohne Anwesenheit eines 
PPT vom Phenylpropanstoffwechsel abgeleitete Substanzen zu akkumulieren. Da es aber 
in diesem Ansatz nicht möglich war, Flavonoide zu detektieren, sondern nur einige 
Sinapoyl-Derivate aufzutrennen, konnten keine Aussagen hinsichtlich eines in cue1 
veränderten Spektrums an Flavonoiden gegenüber dem Wildtyp getroffen werden.  
Der Einsatz von Pflanzen jüngeren Stadiums (hier bereits ca. 3 Wochen alt) und veränderte 
Anzuchtbedingungen (z. B. Starklicht) hätten möglicherweise zum Nachweis einer 
größeren Menge unterschiedlicher Flavonol-Derivate und somit zu einem besseren 
Ergebnis geführt. Weitere Untersuchungen wurden im Rahmen dieser Arbeit aber nicht 
mehr durchgeführt.  
 
 
 
Abb. 3.13.2.1: Dünnschichtchromatographische Auftrennung phenolischer Substanzen in Blattrosetten und 
Wurzeln von cue1-1, cue1-6, ppdk und p-enolase im Vergleich zum Wildtyp. Die Sekundärfluoreszenz wurde 
durch Behandlung mit DPBA induziert. Einige Substanzen sind mit Nummern (I + II) und Pfeilen (rötlich-gelbe 
Fluoreszenz) markiert. 
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3.15. Weitere Ergebnisse 
 
3.14.1  Die Analyse der NO-Gehalte in cue1 im Vergleich zum Wildtyp 
 
Genetische Untersuchungen an der NO-überproduzierenden Mutante nox1 aus A. thaliana 
führten zu dem Befund, dass die nox1-Mutante identisch zur cue1-Mutante ist (He et al., 
2004). Mittels PCR-Analyse wurde festgestellt, dass der PPT1 in der nox1-Mutante 
deletiert war. Ein retikulierter Blattphänotyp ähnlich der cue1-Mutante ist auch in nox1 
ausgeprägt. He et al. (2004) stellten darüber hinaus fest, dass die Gehalte an NO sowie an 
freien L-Arginin und L-Citrullin in cue1 stark erhöht waren. NO kann durch die NO-
Synthase (NOS) katalysierte Synthese der Aminosäure Citrullin aus Arginin generiert oder 
über die Nitratreduktase (NR) aus Nitrit gebildet werden (Wendehenne et al., 2001; del Rio 
et al., 2004).  
Es wurde eine gemeinsame Hypersensitivität von nox1 und cue1 auf den NO-Donor SNP 
(Natriumnitroprussid) festgestellt (He et al., 2004). Die Auswirkung von SNP auf das 
Wurzelwachstum der cue1-Mutanten wurde auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
untersucht. Die Ergebnisse unterstützen die in He et al. (2004) beschriebenen 
Beobachtungen. Abbildung 3.14.1.1 zeigt, dass die cue1-Mutante in Gegenwart von SNP 
kürzere Wurzeln ausbildete. Ein derart verzögertes Wurzelwachstum wurde im Wildtyp 
nicht beobachtet.  
Durch die fluoreszenzmikroskopische Analyse der NO-Gehalte in Wurzeln von cue1 im 
Vergleich zum Wildtyp konnte der in He et al. (2004) postulierte Befund, dass NO in der 
cue1-Mutante gegenüber dem Wildtyp überproduziert wird, nicht bestätigt werden. Die 
Durchführung dieser Untersuchungen erfolgte anlehnend an den in Guo et al. (2003) 
gezeigten Nachweis der NO-Gehalte in Wurzeln der Atnos1-Mutante. Diese Mutante weist 
aufgrund des Defektes in der NOS geringere NO-Gehalte gegenüber dem Wildtyp auf. 
Anhand der in Abbildung 3.14.1.2 gezeigten DAF-2DA vermittelten grünen 
Fluoreszenzsignale für NO konnte kein direkter Hinweis auf höhere Gehalte in der cue1-
Mutante im Vergleich zum Wildtyp geliefert werden. Ein signifikanter Unterschied in den 
Signalintensitäten war sowohl zwischen cue1-1 und pOCA als auch zwischen cue1-6 und 
Col-0 nicht zu erkennen. Weitere Versuchsserien, die genauere Aussagen liefern könnten, 
wurden aber im Rahmen der vorgelegten Arbeit nicht mehr durchgeführt.  
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Abb. 3.14.1.1: Einfluss von SNP auf das Wurzelwachstum der cue1-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp. Die 
Anzucht der Pflanzen erfolgte für 2-3 Wochen auf MS, supplementiert mit 10 µM SNP (Kontrolle: MS ohne 
Zusatz von SNP). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.14.1.2: NO-Produktion in 6 Tage alten cue1-Mutanten und Wildtypkontrollen. Die grüne Fluoreszenz 
wird durch den NO-sensitiven Farbstoff DAF-2 DA hervorgerufen, mit dem die Keimlinge zuvor behandelt 
wurden (Guo et al., 2003). (A) DAF-2 DA-Fluoreszenz (B) Durchlichtaufnahme 
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3.14.2 Die lcd1-Mutante  
 
Die Identifizierung von Mutanten, die einen cue1-ähnlichen retikulierten Blattphänotyp 
ausprägen, liefern weitere Ansätze zur Untersuchung möglicher Ursachen für die 
Entwicklung des Phänotyps. Die bereits Anfang der 60er Jahre beschriebene A. thaliana-
Mutante reticulata (Rédei und Hirono, 1964) weist eine Störung in der Blattstruktur auf, 
die in eine geringere Zelldichte im Mesophyll der Interkostalfelder resultiert. Im Gegensatz 
zur cue1-Mutante äußert sich die Mutation in den untersuchten Reticulata-Allelen nicht in 
pleiotropen Effekten und weist vor allem im Hinblick auf die äußere Blattstruktur kaum 
Unterschiede zum Wildtyp auf (González-Bayón et al., 2006). Das in reticulata defekte 
Gen kodiert für ein Protein unbekannter Funktion und ist identisch mit LCD1, welches 
durch eine erhöhte Ozon-Sensitivität der lcd1-1-Mutante identifiziert werden konnte (Barth 
und Conklin, 2003). Für LCD1 und PPT1 wurde hinsichtlich der Genexpression eine 
relativ hohe Korrelation festgestellt (Abb. 3.14.2.1). Beide Gene sind stark in den 
Wurzelspitzen exprimiert (Abb. 3.14.2.2).  
Im Rahmen der vorgelegten Arbeit wurde aus der SALK Institute Kollektion eine T-DNA-
Insertionslinie am AtLCD1 Lokus isoliert (Abb. 3.14.2.3 A). Mittels RT-PCR konnten in 
der homozygoten Mutantenlinie keine Transkripte für LCD1 nachgewiesen werden (Abb. 
3.14.2.3 B). Für die knock-out-Mutante wurde über Southern Blot Analyse mit einer T-
DNA-spezifischen Sonde nur eine Insertion ermittelt (Abb. 3.14.2.3 C). Abbildung 
3.14.2.4 A zeigt, dass die lcd1-Mutante zwar einen cue1-ähnlichen retikulierten 
Blattphänotyp ausprägte, aber im Wachstum keine Retardierung aufwies. Auch 
hinsichtlich der Wurzelentwicklung zeigte lcd1 gegenüber dem Wildtyp keine 
Veränderungen (Abb. 3.14.2.4 B).  
 
 
  124 
                                                                                                                Ergebnisse 
 
 
 
Abb. 3.14.2.1: Co-Expression der Gene LCD1 und PPT1. Die ermittelten Daten stammen aus dem Programm 
„Gene Correlator“ unter Verwendung des Affymetrix GeneChips (https://www.genevestigator.ethz.ch/) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.14.2.2: Expression der Gene LCD1 und PPT1 in Pflanzengeweben. Die verwendeten Daten stammen 
aus dem Programm „Meta Analyzer“ (https://www.genevestigator.ethz.ch/). Die absoluten Werte der 
Signalintensitäten sind in blau-weißer Farbabstufung dargestellt (heat maps). 
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Abb. 3.14.2.3: (A) Schematische Darstellung der AtLCD1-Genstruktur mit Angabe der T-DNA-Insertion und 
Lage der verwendeten Primer sowie der Sonde für die Southern Blot Hybridisierung (B) RT-PCR-Amplifikation 
mit der Primerkombination for/rev (At2g37860) (C) Southern Blot mit Angabe der Größe des zu erwartenden 
HindIII-Fragments  
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Abb. 3.14.2.4: Der Phänotyp der lcd1-Mutante im Vergleich zu Col-0. Die Anzucht erfolgte für 4-5 Wochen 
unter Gewächshausbedingungen (A) und 3-4 Wochen auf MS-Agarplatten (B) 
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4. Diskussion 
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden mehrere experimentelle Ansätze zur Klärung 
des kausalen Zusammenhangs zwischen dem Funktionsverlust von AtPPT1 und den 
Störungen in der Entwicklung der cue1-Mutante verfolgt. Hierbei wurde vor allem die 
Verbindung zwischen den Limitationen im Phenylpropanstoffwechsel und der Ausbildung 
des retikulierten cue1-Blattphänotyps untersucht und die Rolle des AtPPT1 in der 
Bereitstellung von potentiellen Signalmetaboliten für die Mesophyllentwicklung diskutiert. 
Über verschiedene Strategien, inklusive einer genomweiten Expressionsanalyse, wurde 
nach „Kandidatengenen“ gesucht, die eine Bedeutung innerhalb der in cue1 gestörten 
Entwicklungsprozesse haben könnten. Dabei wurden mögliche Verbindungen zwischen 
Limitationen im Sekundärstoffwechsel und hormoneller Kontrolle der 
Pflanzenentwicklung untersucht.  
Zudem wurde die Bedeutung der PPDK und einer funktionellen plastidären Glykolyse bei 
der Bereitstellung von PEP für den Shikimatweg durch die Charakterisierung von ppdk- 
und p-enolase-T-DNA-Insertionsmutanten und durch die Analyse von ppdk x cue1-1 und 
p-enolase x cue1-1 Doppelmutanten näher beleuchtet. 
 
 
 
4.1 Die Bedeutung des AtPPT1 und nachgeschalteter Reaktionen für eine 
korrekte Mesophyllentwicklung 
 
4.1.1 Durch Fütterung mit DCG und Cytokininen wird der retikulierte cue1-
Blattphänotyp revertiert. 
 
Die in Tamagnone et al. (1998a, b) untersuchten transgenen Tabakpflanzen, in denen durch 
Überexpression von MYB-Genen aus Antirrhinum majus die Funktionalität der endogenen 
MYB-Transkriptionsfaktoren eingeschränkt ist, prägen einen cue1-ähnlichen Phänotyp 
aus. Die Beeinträchtigung der transkriptionellen Regulation der endogenen MYB-Faktoren 
führte zu Limitationen im Phenylpropanstoffwechsel, die in reduzierten Gehalten an 
Lignin und weiterer Sekundärmetabolite resultierten. In weiteren Studien von Zellkulturen 
dieser transgenen Tabaklinien wurde ein Mangel an Dehydrodiconiferylalkohol-
Glukosiden (DCGs) festgestellt, durch deren externe Zugabe der aberrante Phänotyp und 
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die Wachstumsabnormalitäten der transgenen Zellkulturen revertiert werden konnte 
(Tamagnone et al., 1998b).  
Aufgrund dieser Hinweise wurde DCG als Neolignan und Derivat des 
Phenylpropanstoffwechsels in den in 3.4 beschriebenen Fütterungsexperimenten von 
intakten Pflanzen eingesetzt. Die Möglichkeit einer transienten Reversion des cue1-
Phänotyps konnte zuvor durch Fütterung mit einer Mischung der drei aromatischen 
Aminosäuren Phe, Tyr und Trp in cue1 nachgewiesen werden (s. 3.3). Durch Anzucht der 
cue1-Mutanten für 7-9 Tage in Gegenwart von DCG konnte der retikulierte Blattphänotyp 
nur bei zuvor entwurzelten Pflanzen revertiert werden. Wie bereits in den Untersuchungen 
anhand transgener Tabakzellkulturen gezeigt wurde, scheint eine Aufnahme von DCG 
durch intakte Pflanzen nicht möglich zu sein (Tamagnone et al., 1998b). Eine Reversion 
des cue1-Phänotyps erfolgte nur, wenn die Sprossachse direkt auf den MS-Agar platziert 
wurde. 
Aufgrund dieser Beobachtungen könnte eine mangelnde Bereitstellung von DCG in den 
cue1-Mutanten eine Ursache für die Ausprägung des aberranten Phänotyps sein. Studien 
zur Bestimmung der DCG-Gehalte in A. thaliana wurden aber bisher noch nicht 
durchgeführt. Diese würden genauere Aussagen hinsichtlich eines möglichen Mangels an 
dieser Substanz in der cue1-Mutante zulassen. DCG konnte bisher aus Vinca rosea 
Tumorzellen (Lynn et al., 1987), Tabak (Binns et al., 1987) und aus weiteren Pflanzenarten 
wie Limonen (Matsubara et al., 1991), Läusekraut (Changzeng and Zhongjian, 1997; 
Wang und Jia, 1997), Cistanche (Yoshizawa et al., 1990) und aus Flachs-Zellkulturen 
(Attoumbré et al., 2006) isoliert werden. Es wurde festgestellt, dass die 
wachstumsfördernden Aktivitäten der DCG-Enantiomere durch den Einfluss von 
Cytokininen verstärkt werden (Binns et al., 1987). In Studien von Teutonico et al. (1991) 
wurde nachgewiesen, dass die DCG-Akkumulation durch Behandlung mit Cytokinin 
stimuliert und die Förderung der Zellteilungsaktivität über DCG vermittelt werden kann. 
Weitere Untersuchungen weisen daraufhin, dass Cytokinine einen Einfluss auf die 
Stabilität der DCGs haben und die Aktivität der Glykosyltransferase, welche die 
Glykosylierung von DCA zu DCG katalysiert, kontrollieren kann (Teutonico et al., 1991; 
Orr und Lynn, 1992). Die externe Zugabe des Aglykons DCA führte in den transgenen 
AmMyb308 überexprimierenden Tabakzellkulturen zu einer raschen Glykosylierung und 
Generierung von DCG (Tamagnone et al., 1998b). In Agrobakterium-induzierten 
Tumorzellen aus Tabak wurden neben DCG auch hohe Aktivitäten an Peroxidasen 
gemessen, die bei der Dimerisierung von CA zu DCA eine Rolle zu spielen scheinen 
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(Black et al., 1994). Die Fütterung der cue1-Mutanten mit den DCG-Vorstufen DCA oder 
CA hatte aber keine Reversion des retikulierten Phänotyps zur Folge. Möglicherweise 
fehlen diesen Pflanzen die nötigen Enzyme für die Synthese der aktiven DCG-Isomere, 
oder die Synthese von DCG ist zellspezifisch. Auch muss berücksichtigt werden, dass CA 
die Vorstufe für die Synthese von Gerüstsubstanzen wie Lignin darstellt und die beteiligten 
Enzyme möglicherweise um das Substrat konkurrieren. Für DCGs und Cytokinine konnten 
gemeinsame wachstumsfördernde Wirkungen nachgewiesen werden, und es wurde 
vermutet, dass beide Substanzen Komponenten der gleichen Signaltransduktionskaskade 
darstellen (Teutonico et al., 1991). Daher wurden die cue1-Mutanten auch in Gegenwart 
von trans-Zeatin und Kinetin angezogen. Der retikulierte Phänotyp der intakten Pflanzen 
wurde innerhalb von 8-10 Tagen revertiert. Diese Beobachtung lässt die Existenz einer 
Signaltransduktionskette vermuten, die sowohl von DCG als auch von Cytokininen 
angesteuert werden kann und möglicherweise in die Kontrolle der Mesophyllentwicklung 
eingebunden ist.  
 
 
 
4.1.2 Die Auswahl an „Zielgenen“ durch eine genomweite 
Expressionsanalyse 
 
4.1.2.1 Das genomweite Expressionsprofil in Blättern und Wurzeln der 
cue1-1-Mutante 
 
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte genomweite Expressionsanalyse in Blättern 
und Wurzeln der cue1-1 Mutante im Vergleich zur Wildtypkontrolle, konnte zunächst 
einen Einblick gewähren, welche Auswirkungen der Funktionsverlust des AtPPT1 auf die 
Genexpression der Pflanze hat. Dabei stellte sich heraus, dass die Expression von 
insgesamt fast 3000 Genen in cue1-1 gegenüber pOCA verändert war, davon 2174 Gene in 
der cue1-Blattrosette und 628 Gene in der cue1-Wurzel. Nur 182 Gene waren sowohl in 
Blättern als auch in Wurzeln dereguliert. Darunter befanden sich neben dem AtPPT1 
weitere fünf Gene, die in ihrer Expression stark reprimiert waren. Interessanterweise liegen 
diese Gene auf Chromosom V in der Nähe des AtPPT1-Lokus. Mittels PCR-Analyse 
konnten die zugehörigen Genloci im Wildtyp und cue1-6, aber nicht in cue1-1 
nachgewiesen werden (s. Abb. 3.10.1.2). Somit scheint die Mutagenese in cue1-1 sowohl 
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zu einer Deletion in PPT1 als auch in mindestens fünf weiteren Genen geführt zu haben. 
Der zusätzliche Funktionsverlust dieser Gene (s. Tab. 3.10.1.2) könnte weitere 
Deregulierungen im cue1-1 Expressionsprofil verursacht haben. Schon aufgrund der 
Unterschiede im Genotyp am AtPPT1-Lokus sowie im Wildtyphintergrund kann die   
cue1-1 Mutante nicht direkt mit den anderen cue1-Allelen wie cue1-6 verglichen werden. 
Es stellt sich die Frage, ob sich die Deletion weiterer Bereiche zusätzlich auf das 
Stoffwechselgeschehen in cue1-1 auswirkt und die physiologischen und morphologischen 
Abweichungen von cue1-1 gegenüber cue1-6 verstärkt. Aus den bisherigen Erkenntnissen 
kann nicht klar abgeleitet werden, warum die Retardierung des Wurzelwachstums in   
cue1-1 gegenüber cue1-6 stärker ausgeprägt ist (s. 3.2) und inwiefern dies auf die bereits 
erwähnten Unterschiede wie den Ökotyp der Mutanten zurückzuführen ist.  
Die cue1-Mutanten weisen eine eingeschränkte Photosyntheseleistung und 
Beeinträchtigungen im Calvin-Zyklus auf (Streatfield et al., 1999; Voll et al., 2003). Somit 
wäre eine starke Deregulierung von Genen der Licht- und Dunkelreaktion in cue1-1 im 
Vergleich zum Wildtyp zu erwarten. Jedoch zeigte sich, dass nur 1% aller in cue1-1 
deregulierten Gene im weiteren Sinne der Photosynthese zuzuordnen sind. Wie zu 
vermuten war, handelte es sich hauptsächlich um Gene, die in die Lichtreaktion der 
Photosynthese (LHCII) eingebunden und in cue1-1 gegenüber pOCA herunterreguliert 
waren. Weiterhin konnten Veränderungen in der Expression einiger Gene aus PPT1 
nachgeschalteten Stoffwechselwegen wie die Synthese von Phenylpropanen festgestellt 
werden. Jedoch fällt auf, dass die Genexpression innerhalb anderer Funktionsbereiche wie 
Stress, Signaltransduktion, RNA-Regulation und Hormonstoffwechsel in cue1-1 insgesamt 
stärker (log2 > -2) und zu einem höheren Anteil herabgesetzt war.  
 
 
 
4.1.2.2 Auswirkungen der DCG-Fütterung auf die Expression in cue1-1 
 
Die Anzucht der cue1-Mutanten in einem Zeitraum von 1-24 h in Gegenwart von DCG 
hatte eine Deregulierung von insgesamt 1561 Genen zur Folge. Es ist zu vermuten, dass 
einige dieser Veränderungen eine Folge von Stressreaktionen sind, die aufgrund der 
Verwundung durch Entfernen der Wurzel ausgelöst wurden. Dabei könnte die 
Stressantwort in cue1 im Vergleich zum Wildtyp möglicherweise verzögert oder auch 
beschleunigt sein.  
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Es wurde festgestellt, dass ca. 15% aller Gene, deren Expression in cue1-1 gegenüber 
pOCA verändert war, auch auf DCG ansprachen. Davon zeigten ca. 55% nach DCG-
Fütterung eine gegenüber cue1-1 entgegengesetzt gerichtete Deregulierung, d. h. die Gene, 
deren Expression in cue1-1 reprimiert war, waren in den DCG-gefütterten Mutanten 
hochreguliert. Dies gewährte zunächst einen Einblick, welche Genfunktionen primär durch 
die Aufnahme von DCG in den Mutanten beeinflusst werden und erschließt 
möglicherweise auch Mechanismen, die in der cue1-Mutante beeinträchtigt sind. Einige 
Kandidatengene zeigten bereits nach ein- oder vierstündiger Anzucht in Gegenwart von 
DCG eine veränderte Expression, der Großteil der untersuchten Gene war hingegen erst 
nach 24-stündiger Anzucht in Gegenwart von DCG dereguliert. Für keines der Gene 
konnte eine kontinuierliche Deregulierung zu allen drei Zeitpunkten der DCG-Fütterung 
nachgewiesen werden.  
Da der aberrante cue1-Blattphänotyp durch DCG revertiert werden konnte, wäre zu 
erwarten, dass Gene, die in cue1 herunterreguliert und in PPT1-nachgeschalteten 
Reaktionen eingebunden sind, auf DCG ansprechen. Einige dieser Gene fungieren 
innerhalb des Phenylpropanstoffwechsels wie die Synthese von Flavonoiden und 
Anthocyanen. Auch die Expression von Genen aus dem Fettsäurestoffwechsel war in  
cue1-1 gegenüber pOCA herabgesetzt und in den DCG-gefütterten Mutanten (24 h) 
hochreguliert. Die Expressionsdaten wiesen außerdem auf eine mögliche Beteiligung von 
Transkriptionsfaktoren hin, die jedoch nicht näher klassifiziert wurden.  
Weiterhin zeigte sich, dass einige der in cue1-1 und nach DCG-Fütterung unterschiedlich 
deregulierten Gene in den Stoffwechsel von Phytohormonen wie Auxin und Ethylen 
eingebunden sind. Aufgrund der z. B. in Tabak von Teutonico et al. (1991) 
nachgewiesenen hormonellen Wechselwirkung von DCG mit Cytokininen, wäre auch eine 
synergistische oder antagonistische Wirkung von DCG mit anderen Phytohormonen zu 
vermuten. Nach DCG-Fütterung waren insgesamt 48 Gene aus dem Bereich des 
Hormonstoffwechsels in der Expression verändert. Interessanterweise konnten fast 50% 
dieser Gene eine Funktion innerhalb des Auxinstoffwechsels, aber keines der Gene eine 
Rolle im Metabolismus von Cytokininen zugewiesen werden. Im Gegensatz zu Cytokinin 
konnte der cue1-Phänotyp durch Fütterung der cue1-Mutanten mit Auxin-Analoga wie 
NAA nicht revertiert werden. Als N6-substituierte Adeninderivate lassen Cytokinine 
zunächst keinen direkten Zusammenhang zu AtPPT1 und nachgeschalteten 
Reaktionswegen vermuten, während Tryptophan als Produkt des Shikimatweges in die 
Synthese von Auxinen eingeht. Aufgrund der Beobachtung, dass in Tryptophan-Synthase-
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defizienten Mutanten aus A. thaliana höhere Gehalte an IAA im Vergleich zum Wildtyp 
gemessen werden konnten (Normanly et al., 1993), wurde die Existenz eines Tryptophan-
unabhängigen IAA-Syntheseweges postuliert, bei dem Indol direkt in die Synthese von 
IAA eingeht (Wright et al., 1991; Ljung et al., 2002; Cohen et al., 2003). Jedoch ist bisher 
kein Enzym isoliert und charakterisiert worden, das an diesem Stoffwechselweg beteiligt 
sein könnte (Pollmann et al., 2006).  
Ein Gen (At3g44300), welches für die Nitrilase 2 (NIT2) kodiert, war in der cue1-1 
Rosette herabgesetzt und nach einstündiger DCG-Fütterung hochreguliert. Bei NIT2 
handelt es sich um eines der vier Mitglieder der Nitrilase-Familie, von denen NIT1-NIT3 
eine hohe Aminosäureidentität von > 82% aufweisen und auf Chromosom III lokalisiert 
sind. NIT4 befindet sich auf Chromosom V mit einer Homologie von 65% zu den anderen 
drei Isoformen (Bartling et al., 1992; Bartel und Fink, 1994). Wie NIT1 und NIT3, 
katalysiert auch NIT2 die Bildung von IAA aus Indol-3-Acetonitril (IAN) (Bartling et al., 
1992, 1994). Die Funktion dieser Enzyme scheint jedoch nicht auf die de novo Synthese 
von Auxin beschränkt zu sein (Vorwerk et al., 2001). NIT1-NIT3 sind in den Abbau von 
IAN während der Umsetzung von Glucosinolaten eingebunden und werden z. B. bei 
Sulfatmangel aktiviert (NIT3: Kutz et al., 2002). Für NIT2 wurde eine Beteiligung in der 
bedarfsorientierten Akkumulation zusätzlicher Mengen an IAA als Antwort auf Pathogene 
postuliert (Bartel und Fink, 1994; Grsic-Rausch et al., 2000).  
Die Expressionsdaten in cue1-1 gegenüber Wildtyp und nach DCG-Fütterung weisen auf 
eine Deregulierung weiterer Gene aus dem Auxinstoffwechsel hin. Die Bildung von Indol-
3-Acetaldoxim (IAOx) aus Tryptophan wird von den Cytochrom P450s CYP79B2 und 
CYP79B3 reguliert (Zhao et al., 2002). Eine leicht erhöhte Expression von CYP79B2 
(log2 = 0,39) wurde nach einstündiger DCG-Fütterung beobachtet. Sowohl in Blättern als 
auch in Wurzeln von cue1-1 sowie nach DCG-Fütterung waren einige Gene der 
Cytochrom P450-Familie z. T. stark herunterreguliert. Jedoch war nur ein Gen 
(At3g26280; CYP71B4) nach DCG-Fütterung im Vergleich zur Expression in cue1-1 in 
die entgegengesetzte Richtung dereguliert. Hier war die Expression in der cue1-1 
Blattrosette in einem Verhältnis von log2 = -1,05 verringert und 24 h nach DCG-Fütterung 
um log2 = 0,61 hochreguliert.  
Zum Zeitpunkt der Fertigstellung dieser Arbeit waren keine Informationen hinsichtlich der 
Auxingehalte in cue1 im Vergleich zum Wildtyp verfügbar, die auf eine mögliche 
Beeinträchtigung der Auxinsynthese schließen lassen. Die Gehalte an Tryptophan sind in 
der cue1-Mutante gegenüber Wildtypkontrollen kaum verändert, z. T. sogar leicht erhöht 
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(Streatfield et al., 1999; Voll et al., 2003). Eine eingeschränkte Auxinsynthese aufgrund 
von Limitationen in der Bereitstellung von Tryptophan ist somit nicht zu vermuten. Jedoch 
wurden die Gehalte an aromatischen Aminosäuren bisher nur in Blättern der cue1-Mutante 
bestimmt (Streatfield et al., 1999; Voll et al., 2003). AtPPT2, der im Rahmen dieser Arbeit 
als funktioneller PEP-Transporter charakterisiert wurde (s. 3.1), ist in der Wurzel nicht 
aktiv. Somit gewinnt der AtPPT1 für die Bereitstellung an Vorstufen aus nachgeschalteten 
Stoffwechselwegen vor allem in diesen Geweben an Bedeutung.  
Für drei weitere, in den Auxinstoffwechsel eingebundenen Gene, wurde eine 
unterschiedlich regulierte Expression in cue1-1 und nach DCG-Fütterung beobachtet. 
Eines dieser Gene kodiert für einen putativen TCP-Transkriptionsfaktor, At3g47620, der in  
cue1-1 Blättern herunter- und nach 24 h in Gegenwart von DCG hochreguliert war. Die 
TCP-Gene weisen Funktionen im Bereich Zellteilung und Wachstum auf und können 
regulierend in die Blattmorphogenese eingreifen (Cubas et al., 1999; Li et al., 2005; Qin et 
al., 2005; Hay et al., 2006).  
Weiterhin zeigten die Expressionsdaten, dass ein Gen aus der Auxin-Effluxtransporter-
Familie (At2g17500) in cue1-1 Blattrosetten herunterreguliert war. Nach einstündiger 
DCG-Fütterung konnte eine induzierte Expression festgestellt werden, die jedoch nach 4 h 
wieder in die entgegengesetzte Richtung dereguliert war. Als Komponenten des Auxin-
Effluxtransporters, scheinen die PIN-Proteine in einem Multienzymkomplex eingebunden 
zu sein (Petrasek et al., 2006; Paciorek und Friml, 2006). Durch ihre polare Anordnung 
geben sie die Richtung des Auxinflusses vor (Wisniewska et al., 2006). Sowohl die 
Transkription der PIN-Gene (Vieten et al., 2005), als auch ihre Polarität kann 
zelltypspezifisch durch Auxin reguliert werden (PIN1-2, Sauer et al., 2006). Studien an 
transparent testa (tt) Mutanten aus A. thaliana, wiesen daraufhin, dass der PIN-vermittelte 
Auxintransport durch Flavonoide beeinflusst werden kann (Peer et al., 2004). In tt4-
Keimlingen, in denen die Flavonoidsynthese durch einen Defekt der Chalkonsynthase 
blockiert ist, wurde ein verstärkter Auxintransport im Spross, in Infloreszenzen (Murphy et 
al., 2000; Brown et al., 2001) und in der Wurzel (Buer und Muday, 2004) festgestellt. Die 
in der tt4-Mutante defekte Chalkonsynthase, At5g13930, und die in der tt5-Mutante 
funktionell beeinträchtigte Chalkonisomerase, At3g55120, waren in cue1-1 Rosetten 
hochreguliert und nach DCG-Fütterung reprimiert (s. Anhang 8.1). Dies könnte zu einer 
verstärkten Synthese bestimmter Flavonoide führen, die den Auxintransport in bestimmten 
Zelltypen der cue1-Mutante negativ beeinflussen. In cue1-1 Blattgeweben wurde ein 
verändertes Spektrum an Flavonoiden wie Quercetin und Kaempferolderivaten festgestellt 
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(Voll et al., 2003), deren aktiven Aglyka eine Bedeutung bei der Regulation des 
Auxintransports zugeschrieben werden (Peer et al., 2001). In der Wurzel konnten keine 
signifikanten Veränderungen im Flavonoidgehalt der cue1-Mutante gegenüber dem 
Wildtyp beobachtet werden (s. 3.13.1), jedoch ist auch hier eine spezifische Deregulierung 
einzelner Flavonoidkomponenten denkbar. 
Insgesamt gesehen weisen die Expressionsdaten auf Störungen innerhalb der komplexen 
Signalkette von Auxinen in der cue1-Mutante hin. Unter der Berücksichtigung, dass einige 
der in cue1 deregulierten Gene im Zuge der Reversion des retikulierten Phänotyps durch 
DCG-Fütterung in die entgegengesetzte Richtung dereguliert waren, könnte ihnen eine 
Bedeutung innerhalb der in cue1 gestörten Entwicklungsprozesse zukommen. Die externe 
Zugabe von Auxin zur cue1-Mutante hatte jedoch keine Auswirkung auf den cue1-
Blattphänotyp (s. 3.8). 
 
 
 
4.1.2.3 Ist die cue1-Mutante Cytokinin-insensitiv? 
 
Ausser durch die externe Zugabe aromatischer Aminosäuren oder DCG, konnte auch durch 
trans-Zeatin eine Reversion des retikulierten Blattphänotyps in der cue1-Mutante bewirkt 
werden. Es stellte sich daher die Frage, ob Gene, die auf Cytokinine ansprechen, in der 
cue1-Mutante selektiv dereguliert sind. Durch einen Vergleich von genomweiten 
Expressionsanalysen nach Cytokinin-Fütterung (Col-0 BA (Benzyladenin), 120 min) sowie 
von Cytokinin-defizienten Pflanzen (Cytokininoxidase (CKX)-Überexprimierer) (Brenner 
et al., 2005) mit cue1-1, konnte dieser Aspekt näher beleuchtet werden (s. Tab. 4.1). Dabei 
war auffällig, dass die Expression zahlreicher Gene in cue1 und in den Cytokinin-
defizienten Mutanten in die gleiche Richtung verändert, bzw. in beiden Fällen reprimiert 
oder induziert wurde. Hingegen schien ein großer Anteil der Gene, die auf Fütterung mit 
BA ansprachen, gegenüber cue1 in die entgegengesetzte Richtung dereguliert zu sein. 
Interessanterweise wurden diese Verhältnisse nach DCG Fütterung (24 h) revertiert und 
spiegeln somit das „Verschwinden“ des retikulierten Blattphänotyps wider. Diese 
Beobachtungen lassen vermuten, dass in cue1 Cytokininmangel angezeigt wird.  
Einige der Gene, die in den Cytokinin-defizienten Linien und nach Cytokininfütterung 
gegensätzlich dereguliert waren, sind in den Trehalose-Metabolismus eingebunden 
(Brenner et al., 2005; Abb. 4.1). Diese Gene zeigten in cue1 eine Richtung der 
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Deregulierung an, die auf einen Cytokininmangel in der Mutante hinweist (Tab. 4.2). 
Dabei handelte es sich um Gene aus der Familie der Trehalose-6-Phosphat-Synthase, 
TPS8, TPS9, TPS10 und TPS11, die in Col-0 nach Cytokininfütterung hochreguliert und in 
den Blattrosetten von cue1-1 herunterreguliert waren. Trehalose dient speziell in 
„Wiederauferstehungs“-Pflanzen zum Schutz gegen Austrocknung (Wingler, 2002). In 
anderen Pflanzenarten wie A. thaliana scheint Trehalose-6-Phosphat (T6P) als Intermediat 
des Trehalose-Stoffwechsels ein essentielles Steuerelement in der Verwertung von 
Kohlenhydraten zu sein und regulierend in Wachstum und Entwicklung der Pflanze 
einzugreifen (Schluepmann et al., 2003). Durch den Vergleich der Expressionsdaten in 
cue1-1 mit denen von Mutanten, die TPS, TPP oder TPH aus E. coli im Col-0 Hintergrund 
exprimieren (Schluepmann et al., 2003, 2004), wurde festgestellt, dass ein sehr großer 
Anteil der Gene in cue1 und in den transgenen Linien mit manipuliertem Trehalose-
Metabolismus in die entgegengesetzte Richtung dereguliert war (Tab. 4.3). Die Expression 
von TPS, TPP und TPH führt zu einer Akkumulation unterschiedlicher Intermediate des 
Trehalose-Stoffwechsels, z. B. sind die Gehalte an T6P in den TPP- und TPH-
Überexprimierern verringert. Dies wäre auch in cue1-1 zu erwarten gewesen, da einige 
TPS-Gene in der Mutante herunterreguliert sind. Jedoch zeigt die cue1-Mutante auch 
gegenüber diesen Überexprimierern allgemein eine entgegengesetzt deregulierte 
Genexpression.  
Entgegen den aus den Microarray-Analysen abgeleiteten Beobachtungen, die einen 
Cytokininmangel in cue1 möglich erscheinen lassen, wurden in den cue1-Mutanten aber 
insgesamt höhere Gehalte an Cytokininen gemessen. In der Wurzel war der Unterschied 
zwischen Mutante und Wildtyp besonders deutlich. Hier waren die Gehalte an aktiven 
Cytokininen wie trans-Zeatin, Isopentenyladenin und Benzylaminopurin 2-fach, andere 
Substanzen sogar 3 bis 4-fach gegenüber dem Wildtyp erhöht. Die cue1-Mutante scheint 
daher Cytokinin-insensitiv zu sein. Möglicherweise ist ein Defekt in der Erkennung und 
Weiterleitung der durch Cytokinin ausgelösten „Signale“ für die Ausbildung des 
retikulierten Phänotyps in cue1 verantwortlich. Die in cue1 nachgewiesenen Defekte der 
Plastidenentwicklung und z. B. die Unfähigkeit, Anthocyane zu bilden, könnten aus einer 
Störung innerhalb der Cytokinin-Antwort resultieren. Ein Defekt in der Cytokinin-
Erkennung scheint auch in albostrians-Mutanten aus Gerste vorzuliegen, die einen 
chlorotischen Blattphänotyp durch eine Blockade in der Plastidenentwicklung zeigen 
(Kulaeva et al., 2002). Diese weisen in den bleichen Blattbereichen höhere Gehalte an 
Cytokininen auf. Die Frage bleibt offen, welche Stufe der Cytokininsignalkette in cue1 
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gestört ist. Die Expressionsdaten in cue1-1 geben keine eindeutigen Hinweise auf eine 
Deregulierung von Cytokinin-Rezeptoren (CRE/AHKs) oder Cytokinin-„response“-
Regulatoren (ARRs), die mit Veränderungen des Phänotyps einhergehen. Somit sind 
weitere Untersuchungen nötig, um diesen Aspekt zu klären. 
Es bleibt die Frage, warum bei erhöhten endogenen Cytokiningehalten in der cue1-Mutante 
gegenüber dem Wildtyp eine externe Zugabe von Cytokininen wie trans-Zeatin und 
Kinetin eine Kurierung des cue1-Phänotyps zur Folge hatte. Möglicherweise könnte eine 
verstärkte Expression der AtPPDK die Reversion des Phänotyps begünstigt haben. In 
Studien von Voll et al. (2003) wurde der retikulierte cue1-Blattphänotyp durch 
Überexpression der PPDK aus der C4-Pflanze Flaveria trinervia komplementiert. Zudem 
hatte die Fütterung von Col-0 mit BA eine erhöhte Expression der AtPPDK zur Folge 
(Brenner et al., 2005). Dieser Aspekt könnte z. B. durch Fütterung der ppdk x cue1-1 
Doppelmutanten mit Zeatin näher untersucht werden. 
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Tab. 4.1 A: Darstellung der deregulierten Gene in cue1-1 und nach DCG-Fütterung im Vergleich mit den 
Expressionsdaten nach Cytokininfütterung (Brenner et al., 2005), sortiert nach cue1-1 Blattrosette bzw. nach 
cue1-1 Wurzel  
 
 
log > 3 log > 1 log > 0,5 log < -0,5 log < -1 log < -3 
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Tab. 4.1 B: Darstellung der deregulierten Gene in cue1-1 und nach DCG-Fütterung im Vergleich mit den 
Expressionsdaten der Cytokininoxidase-Überexprimierer (Brenner et al., 2005); sortiert nach cue1-1 
Blattrosette bzw. nach cue1-1 Wurzel  
 
log > 3 log > 1 log > 0,5 log < -0,5 log < -1 log < -3 
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Tab. 4.2: Auswahl deregulierter Gene in cue1-1 Blattrosetten und nach Cytokininfütterung (Col-0 120 min BA)   
 
 
 
 
 
Tab. 4.3: Vergleich der deregulierten Gene in cue1-1 Blattrosetten und Wurzeln mit Microarraydaten von 
Pflanzenlinien, die TPS, TPP oder TPH aus E.coli im Col-0 Hintergrund exprimieren (Schluepmann et al., 
2003, 2004) 
 
log > 3 log > 1 log > 0,5 log < -0,5 log < -1 log < -3 
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Abb. 4.1: Der Trehalose-Stoffwechsel in E. coli (aus Schluepmann et al., 2003)  
otsA kodiert für eine Trehalose-Phosphat-Synthase (TPS), otsB für Trehalose-Phosphat-Phosphatase, treC 
für Trehalose-Phosphat-Hydrolase (TPH) und treF für Trehalase 
 
 
 
 
4.1.2.4 Ethanol-induziertes RNAi für AtPPT1 
 
Die Möglichkeit, den retikulierten cue1-Phänotyp mit Hilfe eines Ethanol-induzierbaren 
RNAi-Systems im Col-0 Hintergrund transient zu generieren, stellte einen weiteren Ansatz 
dar, um die Vorgänge, die durch den Funktionsverlust des AtPPT1 ausgelöst werden und 
die Mesophyllentwicklung betreffen, zu klären. Durch die Reduktion der AtPPT1-
Transkriptmenge, die mittels RT-PCR-Analyse überprüft wurde, konnte der cue1-
Blattphänotyp in den Col-0/alcA:PPT1RNAi-Transformanden erzeugt werden. Auffallend 
war, dass die sich neu entwickelnden Rosettenblätter einen retikulierten Phänotyp 
ausprägten, während die bereits ausgebildeten, älteren Blätter größtenteils unverändert 
blieben. Mittels RT-PCR-Analyse wurde zu diesem Zeitpunkt nach ca. 168-stündiger 
Anzucht auf Ethanol noch ein schwaches Signal für PPT1 detektiert. Dass die Pflanzen 
trotz Repression des AtPPT1 keinen einheitlich retikulierten Phänotyp ausprägten, ist 
möglicherweise auf die Stabilität des PPT-Proteins zurückzuführen. Daher wurde der 
Zeitpunkt der De-Repression des AtPPT1, der in einer Reversion des retikulierten cue1-
Phänotyps resultierte, für eine genomweite Expressionsanalyse ausgewählt. Der Ethanol-
Entzug führte zu einer Erhöhung der AtPPT1-Transkriptmenge. Hier wurde beobachtet, 
dass sich nicht nur die jungen Blätter normal entwickelten, sondern auch die 
Rosettenblätter, die zuvor den cue1-Phänotyp ausprägten, eine langsame Rückentwicklung 
vollzogen hatten. Für weitere Analysen war der Zeitpunkt vor Beginn der sichtbaren 
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Reversion des retikulierten Phänotyps relevant, um die Prozesse näher zu beleuchten, die 
primär durch Wiedererlangung der PPT1-Funktion ausgelöst wurden. 
Die genomweite Expressionsanalyse zeigte, dass allein die Behandlung mit Ethanol z. T. 
starke Veränderungen in der Genexpression der Pflanzen zur Folge hatte. Ein Ethanol-
induzierbares System ist für vergleichende Expressionsanalysen daher wenig geeignet, 
wenn die EtOH-Behandlung wie in den hier durchgeführten Versuchsreihen über längere 
Zeit erfolgt. Bei den hier dargelegten Untersuchungen wurden diese Ethanol-Effekte mit 
Hilfe entsprechender Kontrollen berücksichtigt. Wie erwartet, konnte die herabgesetzte 
AtPPT1-Expression nach 168 h Ethanol-Induktion mittels Arrayanalyse nachgewiesen 
werden. Da dies nicht zu einem vollständigen knock-out führte, war PPT1 in den 
induzierten Linien nicht so stark dereguliert wie in cue1-1. Nach 120 h Ethanol-Entzug war 
die PPT1-Expression gegenüber EtOH-induzierten Pflanzen zwar um ca. 150% erhöht, 
aber noch halb so stark wie im Wildtyp. Durch Gegenüberstellung der Daten aus den 
verschiedenen Arrayanalysen, fielen einige Gene auf, die in cue1-1 und nach AtPPT1-
Repression in Col-0/alcA:PPT1RNAi gemeinsam herunterreguliert waren und nach 72 h 
Ethanol-Entzug sowie nach DCG-Fütterung eine erhöhte Expression zeigten. Die in 4.1.2.2 
bereits erwähnte Nitrilase 2 war sowohl in cue1-1 als auch infolge der AtPPT1-Repression 
durch den induzierbaren RNAi-Ansatz herunterreguliert, zeigte aber eine erhöhte 
Expression nach 72 h und 120 h Ethanol-Entzug und bereits nach einstündiger DCG-
Fütterung. Die sehr hohe Repression dieses Gens in den induzierten Col-
0/alcA:PPT1RNAi Linien ist z. T. durch den starken Ethanol-Effekt zu erklären (Tab. 
3.10.3.2). Für das Gen, welches für einen potentiellen Auxin-Effluxtransporter kodiert 
(At2g17500), wurde eine ähnliche Entwicklung festgestellt. Interessanterweise ist dieses 
Gen in Cytokinin-behandelten Mutanten hochreguliert (Brenner et al., 2005). Eine starke 
Induktion (log2 > 3) in den BA-behandelten Col-0 Linien konnte für ein Gen mit 
potentieller Plastocyanin-Funktion festgestellt werden (At5g20230), welches sowohl in 
cue1-1 als auch in den induzierten Col-0/alcA:PPT1RNAi Linien herunterreguliert war. 
Jedoch löste der Ethanol-Effekt in den Kontrolllinien bereits eine höhere Deregulierung 
aus als die AtPPT1-Repression. Im Zeitraum von 72 h und 120 h nach Ethanol-Entzug war 
die Genexpression hochreguliert. Diese Beobachtungen unterstützen die bereits erwähnte 
Vermutung, dass der in cue1 beeinträchtigte Signalweg möglicherweise durch Cytokinine 
angesteuert wird. Die mögliche Beeinträchtigung in der Bereitstellung an Plastocyanin 
korreliert mit der in cue1-1 gegenüber Kontrollen um 60% verringerten 
Elektronentransportrate des PSII (Voll et al., 2003). Die Expression zweier Gene aus dem 
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Sekundärstoffwechsel, die möglicherweise in die Alkaloidsynthese eingebunden sind, 
waren in cue1-1 und in den induzierten Col-0/alcA:PPT1RNAi Linien herabgesetzt und 
nach 72 h infolge der De-Repression des AtPPT1 hochreguliert (Tab. 3.10.4.2). Durch 
Anzucht der Mutanten in Gegenwart von DCG wurde die Expression dieser Gene jedoch 
nicht induziert, sondern nach 24 h leicht verringert. Eine Reihe von Aminosäuren wie die 
aromatischen AS können als Vorstufen in die Synthese von Alkaloiden eingehen. Obwohl 
Alkaloiden in Brassicaceae bisher nur eine geringe Bedeutung zugeschrieben wurde, 
konnte in A. thaliana eine Reihe von homologen Enzymen aus der Alkaloidbiosynthese 
gefunden werden (Fabbri et al., 2000; Facchini et al., 2004). Eines der deregulierten Gene, 
At2g29350, kodiert für eine potentielle Tropinonreduktase, ein Schlüsselenzym in der 
Biosynthese von Tropan-Alkaloiden (Nakajima et al., 1998). Es ist identisch mit AtSAG13 
(senescence-associated gene), welches in den hochregulierten Prozess der Seneszenz 
eingebunden ist (Weaver et al., 1998). In Studien von Miller et al. (1999) konnte 
festgestellt werden, dass die AtSAG13 Expression infolge einer durch Ozon ausgelösten 
Blattseneszenz induziert wird.  
Die Bedeutung von MYB-Faktoren bei der Expression von Genen, die in den 
Phenylpropanstoffwechsel eingebunden sind, wurde mit der Ausbildung eines retikulierten 
Phänotyps transgener Tabakpflanzen in Zusammenhang gesetzt (Tamagnone et al., 1998a, 
b). Somit könnte der Nachweis einer funktionellen Einschränkung dieser 
Transkriptionsfaktoren auch zur Klärung des cue1-Phänotyps beitragen. Ein MYB-Faktor 
vom R-R-Typ (At5g04760; Yanhui et al., 2006) war in cue1-1 und infolge der RNAi-
vermittelten AtPPT1-Repression reprimiert und nach 72 h Ethanol-Entzug leicht 
hochreguliert. Dagegen war die Expression nach DCG-Fütterung (1 h) leicht herabgesetzt. 
Weitere MYB-Faktoren waren in ähnlicher Weise dereguliert. Um nähere Hinweise 
hinsichtlich einer möglichen Bedeutung dieser Faktoren in der Mesophyllentwicklung 
liefern zu können, wären weiterführende Untersuchungen notwendig, die im folgenden 
„Ausblick“ angesprochen werden. 
 
 
4.1.2.5 Ausblick  
 
Die Ergebnisse der genomweiten Expressionsanalyse lieferten Hinweise, welche Gene 
bzw. Genbereiche in den Signalweg eingebunden sein könnten, der in cue1 beeinträchtigt 
ist. Die Deregulierungen im Expressionsprofil der cue1-Mutante deuten auf eine Störung in 
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einer von Cytokininen oder Auxinen angesteuerten Signaltransduktionskette hin. Aufgrund 
der Vermutung, dass cue1 Cytokinin-insensitiv ist, wäre eine Beeinträchtigung 
stromabwärts des Cytokinin-Signals zu erwarten. Dabei könnte der Einfluss von Auxinen 
eine Rolle spielen. Aufgrund der Funktion einiger Phenylpropane, die Signalwege dieser 
Phytohormone zu modulieren, könnte ein Zusammenhang zu den durch den AtPPT1-
Funktionsverlust verursachten Limitationen dieser Signalkomponenten und den 
Beeinträchtigungen in der Mesophyllentwicklung der cue1-Mutante hergestellt werden. 
Die Arraydaten liefern eine Auswahl an „Kandidatengenen“, deren Bedeutung für diesen 
Prozess durch Überexpression der Gene oder mit Hilfe von knock-out Linien näher 
untersucht werden könnte. Dadurch würde auch die Funktion einiger Gene näher 
beleuchtet, die bisher noch nicht charakterisiert wurden, aber möglicherweise Teil der noch 
unbekannten Signalkette sind. Weiterhin muss geklärt werden, in welchem Gewebe der 
Pflanze das fehlende Signal erzeugt wird. Die Hypothese, dass ein Signalmetabolit in der 
Wurzel produziert und in den Spross transportiert wird, konnte durch die in 3.5 gezeigten 
Pfropfungsexperimente widerlegt werden. 
 
 
 
4.1.3 Die Reversion des cue1-Phänotyps durch Überexpression der 
Nicotianaminsynthase 
 
Durch „Activation tagging“ konnte eine T-DNA-Insertionslinie im cue1-1 Hintergrund 
isoliert werden, bei der der retikulierte Blattphänotyp revertiert war. Nach Ermittlung der 
T-DNA-Insertionsstelle im Genom dieser Mutante und einer anschließenden 
Expressionsanalyse der benachbarten Genbereiche, konnte eine verstärkte Expression eines 
Gens festgestellt werden, das für eine Nicotianaminsynthase (NAS1; At5g04950) kodiert. 
Dieses Enzym katalysiert die Bildung von Nicotianamin (NA), einem Polyamin, welches 
aus drei Molekülen S-Adenosyl-Methionin aufgebaut ist (Kawai et al., 1988; Shojima et 
al., 1989). Nicotianamin ist als Metall-Chelator in die Regulation der Eisenaufnahme 
eingebunden (Scholz et al., 1992; Herbik et al., 1999, Higuchi et al., 1999; Takahashi et al., 
2003; Bauer et al., 2004) und scheint bei der Detoxifikation von Metallen wie Nickel eine 
Rolle zu spielen (Kim et al., 2005). Störungen in der Aufnahme und im Transport von 
Eisen können Eisenmangelsymptome wie interkostale Chlorose hervorrufen, wie anhand 
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verschiedener Mutanten aufgezeigt wurde (Ling et al., 1999; Takahashi et al., 2003; 
Waters et al., 2006). 
Die Proteine der Yellow Stripe-Like Familie (YSL) fungieren als Transporter der Fe(II)-
NA-Komplexe (DiDonato et al., 2004). Die ysl1ysl3-Doppelmutanten aus A. thaliana 
zeigen sowohl in jungen als auch in älteren Blättern interkostale Chlorose (Waters et al., 
2006). Als physiologische Rolle von AtYSL1 und AtYSL3 wurde der Transport von 
Metallen in die Parenchymzellen des Leitgewebes zur weiteren Verteilung in die 
Mesophyllzellen reifer Blätter postuliert. Da die Expression beider Gene während der 
Seneszenz hochreguliert wird, könnte ihnen auch eine Bedeutung bei der Mobilisierung 
von Eisen und weiteren Metallen aus den seneszenten Blättern in andere Gewebe 
zugeschrieben werden (Himmelblau und Amasino, 2001; Waters et al., 2006). Die 
Expressionsdaten der induzierten Col-0/alcA:PPT1RNAi Linien weisen auf eine leicht 
herabgesetzte Expression der AtYSL1-3 hin, jedoch konnte keine Deregulierung in cue1-1 
im Vergleich zu pOCA festgestellt werden. 
Die Mutation der in Ling et al. (1999) beschriebenen chloronerva-Mutante aus Tomaten 
resultierte in einen Funktionsverlust der Nicotianaminsynthase. Diese Mutante akkumuliert 
Eisen in allen Geweben, zeigt aber Eisenmangelsymptome wie interkostale Chlorose in 
jungen Blättern. Dieser chlorotische Phänotyp konnte durch externe Zugabe von 
Nicotianamin behoben werden. Die Existenz eines single copy NAS Gens im Genom von 
Tomaten könnte erklären, warum dieser chlorotische Phänotyp zuerst in dieser Pflanzenart 
aufgetreten ist (Douchkov et al., 2002). In A. thaliana wurden bereits vier Gene isoliert, die 
für eine Nicotianaminsynthase kodieren (Suzuki et al., 1999; Ushio et al., 2003). Im 
Hinblick der AtNAS1, die in den cue1-1/35Sen1 Linien überexprimiert war, konnte mittels 
Microarray-Analyse keine Deregulierung in cue1-1 festgestellt werden. Die RT-PCR-
Analyse zeigte auch keine signifikanten Unterschiede zwischen den Transkriptmengen in 
cue1-1 im Vergleich zu pOCA. Jedoch war die Genexpression in den induzierten Col-
0/alcA:PPT1RNAi Linien stark herabgesetzt (log2 = -2,49). Eine Überlappung der Werte 
durch den Ethanol-Effekt kann ausgeschlossen werden. In den Ethanol-behandelten Col-0 
Kontrollen wurde keine Deregulierung des Gens festgestellt. Auch die De-Repression des 
AtPPT1 und die Anwesenheit von DCG in cue1-1 hatten keine Veränderungen in der 
Expression dieses Gens zur Folge. Die Expressionsdaten liefern somit keine eindeutigen 
Hinweise auf eine verringerte Expression der AtNAS-Gene in der cue1-1 Mutante im 
Vergleich zu pOCA. Es stellt sich die Frage, ob die Bereitstellung von Polyaminen wie 
Nicotianamin in der cue1-Mutante limitiert ist. 
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Transgene Tabakpflanzen, die eine NA Aminotransferase (NAAT) aus Gerste 
überexprimieren, prägten einen Chloronerva-ähnlichen Blattphänotyp und eine abnorme 
Blütenform aus (Takahashi et al., 2003). Die Limitation in der Bereitstellung von NA 
führte in diesen Pflanzen zu Beeinträchtigungen innerhalb des Transportes von Metallen. 
Die Expressionsdaten in cue1-1 und in den induzierten Col-0/alcA:PPT1RNAi Linien 
zeigten, dass eine putative NAAT in der Expression herabgesetzt und infolge der AtPPT1 
De-Repression nach 72 h stark hochreguliert war (At2g24850; Tab. 3.10.3.2). Nach 120 h 
wurde wieder eine verringerte Expression festgestellt. Möglicherweise lässt sich diese 
Entwicklung durch die Anpassung der Mutanten an veränderte NA Gehalte erklären.  
Interessanterweise zeigten Studien von Voll et al. (2003), dass die Gehalte an Polyaminen 
in cue1-1 um bis zu 75% bis 95% gegenüber der Kontrolle verringert waren. Bei diesen 
Messungen wurden jedoch nur die Gehalte der in Pflanzen hauptsächlich vorkommenden 
Polyamine Putreszin, Spermidin und Spermin berücksichtigt. Jedoch ist auch eine 
Verminderung im Gehalt weiterer Polyamine wie NA in der Mutante zu vermuten, zumal 
cue1-1 im Vergleich zu pOCA geringere Methionin-Gehalte aufweist (Voll et al., 2003) 
und Methionin als Endprodukt des Pyruvat-Aspartat-Weges in die Synthese von NA 
eingeht.  
Polyamine zeigen Cytokinin-ähnliche Wirkungen auf das Wachstum und die Entwicklung 
der Pflanze (Cohen et al., 1979; Galston et al., 1995) und sind möglicherweise in die 
Steuerung einer korrekten Plastidenentwicklung eingebunden (Legocka und Zarnovska, 
1999; Dornemann et al., 1996). In Studien von Rakova und Romanov (2005) wurde 
festgestellt, dass Polyamine die Cytokinin-induzierte Expression auf posttranskriptionaler 
Ebene blockieren können. Als physiologische Funktion wurde die Regulation 
intrazellulärer Cytokiningehalte postuliert. Diese Beobachtung könnte auf einen 
Zusammenhang zwischen der reduzierten Synthese von Polyaminen und den stark 
erhöhten Cytokiningehalten in der cue1-Mutante hinweisen.  
Interessanterweise war die AtNAS1 in Cytokinin-defizienten Mutanten hochreguliert 
(Brenner et al., 2005). Somit ist eine gegenseitige Genregulierung im Bereich der 
Cytokinin- und  Nicotianaminsynthese zu vermuten. Zudem werden die Funktionen der 
Cytokinine teilweise durch Ethylen vermittelt und Cytokinine können regulierend in die 
Ethylen-Synthese eingreifen (Cary et al., 1995). Nicotianamin und Ethylen haben S-
adenosyl-Methionin als gemeinsame Vorstufe. Neben diesem kompetitiven Aspekt ist eine 
Interaktion der beiden Substanzen, vor allem bei Stress wie Eisenmangel, zu vermuten. Die 
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Präsenz einer putativen ERE (ethylen-responsive element)-ähnlichen Sequenz 
stromaufwärts der AtNAS3 unterstützt diese Vermutung (Suzuki et al., 2001). 
Um weitere Aussagen über die Bedeutung von Nicotianamin bei der Ausbildung des 
retikulierten Phänotyps in der cue1-Mutante treffen zu können, muss genau geklärt 
werden, ob die Reversion des retikulierten Phänotyps durch die Überexpression der 
AtNAS1 initiiert wurde, oder ob der Einfluss möglicher weiterer T-DNA-Insertionen eine 
Rolle gespielt hat. Dieser Aspekt könnte durch die Expression der AtNAS1 unter der 
Kontrolle eines 35S-Promoters im cue1-Hintergrund geklärt werden. Da keine 
Nachkommen der Revertante zur Verfügung standen, konnte diese transgene Linie nicht 
weiter untersucht werden. Die Umstände, die zum Verlust der Revertante geführt haben, 
bleiben unklar. Möglicherweise hatte der Eingriff in den Eisenhaushalt der Pflanze weitere 
Stressreaktionen zur Folge, die zu Nekrosen und letztendlich zum Absterben der gesamten 
Pflanze führten.  
Im Hinblick auf weitere Untersuchungen zur Klärung der Rolle von Polyaminen in der 
Mesophyllentwicklung, sollte überprüft werden, ob der retikulierte Blattphänotyp neben 
der AtNAS1-Überexpression auch durch eine verstärkte Synthese weiterer Polyamine im 
cue1-Hintergrund komplementiert werden kann. 
 
 
 
4.2 Welche Auswirkungen hat die Blockade weiterer Reaktionswege zur 
Bereitstellung von PEP im Plastidenstroma auf die Entwicklung der 
Pflanze? 
 
4.2.1 Die Bedeutung der AtPPDK bei der Bereitstellung von PEP für den 
Shikimatweg 
 
Durch die PPDK kann Pyruvat in einer ATP-abhängigen Reaktion zu PEP umgesetzt 
werden (Carrol et al., 1994). In C4-Pflanzen dient die PPDK als Schlüsselenzym der 
Photosynthese zur Anlieferung von PEP als primären CO2-Akzeptor in Mesophyllzellen. 
Da diese Rolle der PPDK im C3-Stoffwechsel entfällt, wurde dem Enzym bisher nur eine 
geringe Bedeutung bei der Bereitstellung von PEP in C3-Pflanzen zugeschrieben. Jedoch 
lässt sich die PPDK-Aktivität auch in C3-Pflanzen wie A. thaliana nachweisen. In Studien 
von C4-Pflanzen (Flaveria trinervia - Rosche und Westhoff, 1995; Zea mays – Sheen, 
 147
                                                                                                                  Diskussion 
1991) und C3-Pflanzen (Arabidopsis thaliana - Parsley und Hibberd, 2006; Oryza sativa – 
Imaizumi et al., 1997), wurde festgestellt, dass die PPDK als single copy Gen vorliegt. 
Dieses besitzt zwei Promotoren für die Generierung von zwei unterschiedlich langen 
Transkripten, entsprechend einem plastidären und einem cytosolischen Protein. Das 
längere Transkript schließt das erste Exon ein, das als Transitpeptid des plastidären 
Proteins fungiert. Die Funktion der plastidär lokalisierten PPDK in C3-Pflanzen wie A. 
thaliana und die der cytosolischen PPDK ist unklar. Es gibt nur wenige Informationen 
darüber, wie die PPDK-Expression reguliert wird. In Studien von Parsley und Hibberd 
(2006) konnte gezeigt werden, dass die alternativen AtPPDK-Proteine in unterschiedlichen 
Geweben akkumulieren. Während das kürzere Transkript für die cytosolische PPDK 
sowohl in Keimblättern, Petiolen, Blattrosetten, Sprossblättern und Blüten von A. thaliana 
zu finden ist, konnte das längere Transkript für das plastidäre Protein hauptsächlich in 
Sprossblättern und Blüten detektiert werden. Im Leitgewebe sind beide Transkripte 
präsent. Die Bedeutung der cytosolischen AtPPDK liegt möglicherweise in der 
Remobilisierung von Stickstoff aus seneszenten Blättern (Lin und Wu, 2004) und aus 
Sprossblättern während der Samenproduktion. Weiterhin wurde die Bereitstellung von 
Kohlenstoffgerüsten für die Glukoneogenese als Funktion der AtPPDK in Keimblättern 
postuliert (Parsley und Hibberd, 2006). Die Funktion der plastidären PPDK stellt neben 
dem PPT1 eine weitere Möglichkeit dar, PEP im Stroma für den Shikimatweg anzuliefern. 
Die Aktivität der endogenen plastidären AtPPDK scheint jedoch nicht auszureichen, die 
Limitationen in der Bereitstellung von PEP in der cue1-Mutante zu kompensieren. 
Dagegen konnte durch die stromagebundene Überexpression der PPDK aus der C4-Pflanze 
Flaveria trinervia der retikulierte Phänotyp der cue1-Mutante komplementiert werden 
(Voll et al., 2003). Die Expressionsmuster von PPDK (s. Abb. 4.2 B) und PPT1 (s. Abb. 
4.2 A) zeigen, dass die Gene in verschiedenen Geweben und Wachstumsstadien von 
Arabidopsis thaliana exprimiert sind. Im Gegensatz zu AtPPT1 ist AtPPDK erst zu einem 
späteren Zeitpunkt der Pflanzenentwicklung, während der Seneszenz aktiv und eine hohe 
Expression kann nur in Pollen festgestellt werden. Somit stellte sich die Frage, ob die 
endogene AtPPDK für die Bereitstellung von PEP für den Shikimatweg eine Rolle spielt.  
Anhand von ppdk-Mutanten sowie ppdk x cue1-1 Doppelmutanten wurde dieser Aspekt 
näher untersucht. Die ppdk-T-DNA-Mutante zeigte keinen offensichtlichen vom Wildtyp 
abweichenden Phänotyp (s. 3.12.2). Auch die ppdk x cue1-1 Doppelmutanten zeigten keine 
zusätzlichen Einschränkungen im Wachstum oder blattphänotypische Veränderungen im 
Vergleich zu cue1-1. Jedoch wurde festgestellt, dass die Doppelmutanten teilweise längere 
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Wurzeln ausprägten als die cue1-Mutante. Dieser Effekt war nicht zu erwarten, zumal die 
AtPPDK in Wurzeln nicht exprimiert ist (s. Abb. 4.2 B). Weiterhin wurde beobachtet, dass 
PPDK-überexprimierende Linien (Col-0/35S:PPDK) teilweise kürzere Wurzeln ausprägten 
als der Wildtyp, obwohl zwischen Col-0 und der ppdk-Mutante sowie zwischen cue1-6 und 
cue1-6/35S:PPDK Linien keine Abweichungen in der Wurzellänge festzustellen waren. 
Dieser Aspekt wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht näher untersucht, könnte aber in 
weiteren Studien berücksichtigt werden. Zudem sollte erwähnt werden, dass die ppdk-
Mutante mehrere T-DNA-Insertionen trägt, die einen zusätzlichen Einfluss auf die 
Entwicklung der Pflanze haben könnten. 
Die genomweite Expressionsanalyse zeigte, dass die Expression der PPDK in cue1-1 
Blattrosetten gegenüber pOCA verringert war. Auch in den induzierten Col-
0/alcA:PPT1RNAi Linien war die PPDK gegenüber der Kontrolle stark herunterreguliert 
(log2 = -2,66). Mittels RT-PCR-Analyse konnte bereits ein schwächeres Signal für PPDK 
in Blättern der Mutante im Vergleich zum Wildtyp detektiert werden, jedoch war der 
Unterschied hier nicht signifikant. Entgegen diesen Beobachtungen konnten in cue1-6 
höhere PPDK-Aktivitäten gegenüber Kontrolllinien gemessen werden (Voll et al., 2003). 
Möglicherweise handelt es sich um eine posttranslationale Regulation als Antwort auf den 
erhöhten PEP-Bedarf. Jedoch hatte das zusätzliche Ausschalten der AtPPDK keine 
dramatischen Beeinträchtigungen im Wachstum der ppdk x cue1-1 Doppelmutanten zur 
Folge. Dies lässt vermuten, dass die AtPPDK bei der stromagebundenen Bereitstellung von 
PEP keine große Bedeutung hat.  
 
 
 
4.2.2 Die Auswirkungen des Fehlens einer potentiell plastidären Enolase auf 
die Entwicklung der cue1-Mutanten 
 
Aufgrund unzureichender Aktivitäten der plastidären Enolase- und/oder 
Phosphoglyceratmutase wurde bisher vermutet, dass Chloroplasten keine vollständige 
Glykolyse betreiben können (Stitt und ap Rees, 1979; Journet und Douce, 1985; Van der 
Straeten et al., 1991; Borchert et al., 1993). Innerhalb der Familie der 
Phosphoglyceratmutasen (PGyM), die für die Umsetzung von 3-Phosphoglycerat (3-PGA) 
zu 2-Phosphoglycerat (2-PGA) zuständig sind, kodieren einige Gene für potentiell 
plastidäre Proteine. Die nachfolgende Generierung von PEP aus 2-PGA wird durch die 
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Enolase katalysiert. Bei einer der drei Enolasen handelt es sich um ein vermutlich 
plastidäres Protein. Daher wurde die Bedeutung einer funktionellen plastidären Glykolyse 
zur stromagebundenen Bereitstellung von PEP am Beispiel der Enolase untersucht. 
Anhand der homozygoten p-enolase-T-DNA-Mutante konnten keine phänotypischen 
Abweichungen zum Wildtyp beobachtet werden (s. 3.12.3). Somit scheint der Ausfall der 
potentiell plastidären Enolase zumindest keinen sichtbaren Effekt auf die Entwicklung der 
Pflanze zu haben. Es wurde festgestellt, dass die Aktivität der Enolase in der knock-out 
Mutante um 20% in den Blattrosetten und um 45% in der Wurzel gegenüber dem Wildtyp 
vermindert war (3.12.4). Unter der Berücksichtigung, dass die potentiell plastidäre Enolase 
hauptsächlich in der Wurzel exprimiert ist, könnte der hohe Aktivitätsverlust in der Wurzel 
darauf hindeuten, dass es sich um eine plastidäre Enolase handelt. Jedoch wäre es sinnvoll, 
die Lokalisation des Proteins infolge weiterer Untersuchungen, z. B. mittels GFP-
Fusionen, zu überprüfen. Interessanterweise wurden in den cue1-1 Mutanten insgesamt 
höhere Enolase-Aktivitäten gegenüber den Kontrollen gemessen. Hier war die Aktivität 
um 70% in Blattrosetten und um 25% in Wurzeln gegenüber pOCA erhöht. Während in 
cue1-6 Blattrosetten stark erhöhte Aktivitäten detektiert wurden, war die Enolase-Aktivität 
in der Wurzel um 50% gegenüber Col-0 reduziert. Aufgrund der starken Differenzen in 
den Enzymaktivitäten zwischen den cue1-1 und cue1-6 Allelen, wären weitere Messungen 
zur Überprüfung der Ergebnisse lohnenswert. Es stellt sich die Frage, ob die gesteigerte 
Aktivität der Enolase in den Blättern und z. T. auch in den Wurzeln der cue1-Mutanten auf 
eine erhöhte Aktivität der potentiell plastidären Enolase beruht, die möglicherweise als 
Antwort auf die Limitationen in der Bereitstellung an PEP im Stroma hochreguliert wurde. 
Infolge der genomweiten Expressionsanalyse der cue1-Mutanten konnte keine 
Deregulierung der potentiell plastidären Enolase oder der cytosolischen Enolasen in cue1-1 
gegenüber pOCA beobachtet werden (s. 3.10.1). Beim Vergleich der Expressionssignale 
von PPT1 (s. Abb. 4.3 A) und der vermutlich plastidären Enolase (s. Abb. 4.3 C) in den 
verschiedenen Geweben und Entwicklungsphasen, wird deutlich, dass sich die 
Expressionsmuster teilweise überlappen, obwohl für PPT1 insgesamt stärkere 
Expressionssignale detektiert wurden. Die potentiell plastidäre Enolase ist hauptsächlich in 
der Wurzel exprimiert. Mittels RT-PCR konnte in diesem Gewebe auch ein deutlich 
stärkeres Signal detektiert werden (s. 3.12.1). Für beide Gene wurden höhere 
Signalintensitäten in den frühen Phasen der Entwicklung vegetativer und reproduktiver 
Gewebe festgestellt (s. Abb. 4.3 A, C). Vor allem in der Phase der Embryoentwicklung 
zeigen PPT1 und Enolase ein korrelierendes Expressionsmuster. Dies unterstützt die 
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Vermutung, dass die unzureichende Versorgung des Plastidenstromas mit PEP in cue1 
zumindest teilweise durch die plastidäre Enolase kompensiert werden könnte. 
Interessanterweise hatte der knock-out der putativ plastidären Enolase, zusätzlich zum 
Ausfall des PPT1, dramatische Auswirkungen auf die Entwicklung der Pflanze. Es war 
nicht möglich, hinsichtlich der Enolase homozygote p-enolase x cue1-1 Doppelmutanten 
zu generieren. Bereits der Anteil heterozygoter Doppelmutanten innerhalb der F2-
Generation war sehr gering. Von den Linien, die hinsichtlich der PPT1-Mutation 
homozygot waren, lag die Enolase statt der erwarteten 50% in nur 8% dieser Linien im 
heterozygoten Zustand vor. Diese Pflanzen zeigten gegenüber cue1-1 ein stark retardiertes 
Wachstum (s. 3.12.3). Zudem waren die Schoten unterentwickelt und die Anzahl der 
Samen um 50% verringert. Obwohl berücksichtigt werden muss, dass in der p-enolase-
Mutante mehrere Insertionen vorlagen, die möglicherweise einen Einfluss auf die 
Entwicklung der Doppelmutanten hatten, scheint die Letalität der homozygoten 
Doppelmutanten in den gemeinsamen Ausfall der PPT1- und Enolase-Funktion begründet 
zu sein. Da eine Keimungsletalität ausgeschlossen werden kann, sind die homozygoten 
Doppelmutanten möglicherweise in einer frühen embryonalen Entwicklungsphase gestört. 
Weitere Studien wie ein „Artificial MicroRNA“-induziertes Silencing (Schwab et al., 2006) 
für Enolase im cue1-Hintergrund, könnten Hinweise liefern, welche primären 
Veränderungen durch die funktionelle Einschränkung der potentiell plastidären Enolase im 
Stoffwechsel der Mutanten ausgelöst werden. Die Ergebnisse lassen bisher vermuten, dass 
die plastidäre Enolase eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der 
Stoffwechselflüsse in Plastiden durch die Anlieferung von PEP spielen könnte. Vor allem 
in der Wurzel würde ihr eine große Bedeutung zukommen, da der PPT2 in diesem Gewebe 
nicht exprimiert ist, aber trotzdem Derivate aus dem Phenylpropanstoffwechsel wie 
Flavonoide in der cue1-Mutante akkumuliert werden können (s. 3.13).  
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(A) 
 
 
 
(B) 
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(C) 
 
Abb. 4.3: Die Expression des AtPPT1 (A), der AtPPDK (B) und der putativ plastidären Enolase (C) in den 
verschiedenen Geweben während der Pflanzenentwicklung. Die verwendeten Daten sind im Internet unter der 
folgenden Adresse erhältlich: http://bbc.botany.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efp.Web.cgi 
 
 
 
 
 
4.3 Die Ausprägung eines cue1-ähnlichen retikulierten Blattphänotyps am 
Beispiel der A. thaliana Mutanten reticulata und dov1 
 
Die Ausbildung eines retikulierten Phänotyps ist einer der pleiotropen Effekte in der cue1-
Mutante. Es gibt einige Mutanten in A. thaliana, die einen ähnlich aberranten 
Blattphänotyp mit dunkelgrünem Leitgewebe und hellen Interkostalfeldern ausprägen. Die 
auch als reticulata bekannte Mutante lcd1-1 weist keine pleiotropen Effekte auf (Rédei und 
Hirono, 1964; Barth und Conklin, 2003; González-Bayón et al., 2006). Für das LCD1-Gen, 
welches in der Mutante defekt ist, wurde eine Funktion in der post-embryonalen 
Blattentwicklung vorgeschlagen (Barth und Conklin, 2003). Die Mutation in diesem Gen 
resultierte in einer geringeren Zelldichte im Palisadenparenchym (lcd = lower cell density). 
Auch in cue1 ist der Anteil des Palisadenparenchyms im Blatt gegenüber Kontrollpflanzen 
verringert, was auf die Vergrößerung des Interzellularraumes zurückzuführen ist 
(Streatfield et al., 1999). Im Gegensatz zu cue1 ist die Plastidenentwicklung im Mesophyll 
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von lcd1-1 nicht gestört. Anhand der lcd1-knock-out-Mutante wird deutlich, dass sich der 
Defekt in LCD1 nur in einem etwas helleren Interkostalbereich ausprägt und nicht wie bei 
cue1 die gesamte Blattmorphologie verändert ist (s. 3.14.2). Weiterhin weist lcd1 kein 
retardiertes Wachstum auf. LCD1 ist ubiquitär, hauptsächlich aber in der frühen Phase der 
Blattentwicklung, vor allem im Leitbündelbereich, und in den Wurzelspitzen exprimiert 
und korreliert mit der Expression von PPT1. Studien von González-Bayón et al. (2006) an 
reticulata (re-3) x cue1-5 Doppelmutanten weisen daraufhin, dass cue1-5 epistatisch zu  
re-3 ist. Daher wurde vorgeschlagen, dass Reticulata und PPT1 in einem gemeinsamen, 
die Blattentwicklung steuernden Reaktionsweg fungieren. Die Beobachtung, dass LCD1 
(At2g37860) in cue1-1 Blattrosetten gegenüber dem Wildtyp leicht hochreguliert war, 
könnte auf eine gemeinsame Regulation der Gene hinweisen.  
In silico Analysen wiesen auf ein putatives plastidäres Transitpeptid in Reticulata hin, so 
dass eine funktionelle Bedeutung in Plastiden nicht ausgeschlossen werden kann, auch 
wenn Reticulata für die Biogenese der Plastiden nicht essentiell ist.  
In der A. thaliana dov1-Mutante (Kinsman und Pyke, 1998), die einen cue1-ähnlichen 
retikulierten Blattphänotyp ausprägt, konnte im Gegensatz zu reticulata eine Störung der 
Chloroplastenentwicklung beobachtet werden, die wie in der cue1-Mutante auf die Zellen 
des Mesophylls beschränkt ist. Obwohl die Größe der Chloroplasten in dov1 nicht 
beeinträchtigt ist, erscheint die innere plastidäre Struktur abnorm. Zudem ist die Anzahl 
der Chloroplasten um mehr als 50% gegenüber denen im Wildtyp reduziert. Bisher ist 
nicht bekannt, welches Gen in der dov1-Mutante defekt ist, daher lässt sich ein möglicher 
Zusammenhang zu AtPPT1 und nachgeschalteten Stoffwechselwegen nur schwer 
herstellen.  
 
 
4.4 Die Rolle von NO als Signalmolekül in der cue1-Mutante 
 
In Studien von He et al. (2004) wurde festgestellt, dass die Atnox1-Mutante nicht nur einen 
retikulierten Blattphänotyp ausprägt, sondern auch eine Deletion des AtPPT1 aufweist, so 
dass die Mutante allelisch zu cue1 ist. Atnox1 wurde bei der Durchmusterung von NO 
überproduzierenden Mutanten identifiziert. NO fungiert als Signalmolekül in vielen 
Bereichen des pflanzlichen Stoffwechsels wie Keimung, Photomorphogenese, 
Wurzelwachstum, Programmierter Zelltod, Seneszenz sowie Pathogen-Abwehr und 
hormonelle Steuerung der Pflanzenentwicklung (Neill et al., 2002; García-Mata und 
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Lamattina, 2002; Guo et al., 2003; Lamattina et al., 2003; Zeier et al., 2004; Wendehenne 
et al., 2004; Lamotte et al., 2005). Im Vergleich zum Wildtyp wurden sowohl für Atnox1 
als auch für cue1-5 höhere NO-Gehalte gemessen (He et al., 2004). Obwohl zumindest für 
Atnox1 eine erhöhte NO-Produktion in Wurzeln postuliert wurde, konnten mittels 
fluoreszenzmikroskopischem NO-Nachweis am Beispiel der cue1-6 Mutante keine 
Unterschiede im NO-Gehalt zum Wildtyp festgestellt werden (s. 3.14.1). Weiterhin wurde 
infolge der genomweiten Expressionsanalyse eine erhöhte Expression der NO-Synthase 
(NOS) in den cue1-1 Blattrosetten, nicht aber in den Wurzeln der cue1-1 Mutante 
beobachtet. Auch in den EtOH-induzierten Col-0/alcA:PPT1RNAi Linien war die AtNOS 
hochreguliert. Die in cue1-5 und Atnox1 gezeigte Hypersensitivität auf SNP, ein NO-
Donor, (He et al., 2004), konnte für cue1-6 bestätigt werden. Bei der NOS katalysierten 
Synthese von NO wird Arginin zu Citrullin umgesetzt. Da teilweise höhere Gehalte an 
freiem Arginin und Citrullin in der cue1-Mutante gemessen werden konnten (Streatfield et 
al., 1999; He et al., 2004), wurde postuliert, dass eine in cue1 erhöhte Produktion von Arg 
die Umsetzung zu NO fördert. Jedoch wurden in Studien von Voll et al. (2003) nicht in 
allen cue1-Allelen höhere Gehalte an Arg und Cit detektiert, in cue1-6 waren sie sogar 
verringert. NO kann jedoch auch über die Nitratreduktase (NR) aus Nitrit generiert werden 
(Yamasaki et al., 1999; Rockel et al., 2002; Kaiser et al., 2002). Bisher ist nicht vollständig 
geklärt, welcher Syntheseweg zur Bereitstellung von NO in der Pflanze bevorzugt wird. 
Der durch NR katalysierten NO-Produktion kommt z. B. eine Bedeutung bei dem ABA-
induzierten Stomata-Verschluss in A. thaliana zu (Desikan et al., 2002). Für NO wurde 
auch eine Funktion in der Blühinduktion vorgeschlagen, die sowohl in nox1 als auch in 
cue1 verzögert ist (He et al., 2004). Die Atnos1-Mutante, die durch den Defekt in der NO-
Synthase verringerte NO-Gehalte aufweist, blüht früher als der Wildtyp. Zudem war die 
Expression einiger in die Blühinduktion eingebundenen Gene in Atnos1 und Atnox1 
gegenläufig reguliert. Ein Steuerelement der photoperiodischen Regulierung der 
Blühinduktion, CONSTANS (CO) (Suarez-Lopez et al., 2001; Yanovsky und Kay, 2002), 
war in Atnox1 und cue1-5 im Vergleich zum Wildtyp schwächer exprimiert. Mit Hilfe der 
genomweiten Expressionsanalyse für cue1-1 wurde für das entsprechende Gen 
(At5g15840) keine veränderte Expression festgestellt. Jedoch konnten einige deregulierten 
Gene, von denen ein großer Teil in der Expression herabgesetzt war, als CO-ähnliche 
Transkriptionsfaktoren identifiziert werden. Die Expression eines der in cue1-1 Blättern 
und Wurzeln herunterregulierten CO-ähnlichen Transkriptionsfaktoren war auch nach 
Cytokinin-Behandlung stark herabgesetzt (Brenner et al., 2005). Eine Interaktion von NO 
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mit Cytokinin ist zu vermuten, zumal für NO auch Funktionen innerhalb ABA-, Ethylen- 
und Auxin-induzierter Stoffwechselprozesse nachgewiesen wurden (Desikan et al., 2002; 
Correa-Aragunde et al., 2004; Mishina et al., 2007). Es konnte beobachtet werden, dass die 
NO-Synthese durch Cytokinine induziert wird (Scherer und Holk, 2000; Scherer, 2004). 
Die Expression von AtNOS war in Cytokinin-defizienten Pflanzen stark herunterreguliert 
(Brenner et al., 2005). Somit könnte die erhöhte AtNOS-Expression in cue1 durch die 
verstärkte Akkumulation von Cytokininen in der Mutante erklärt werden (s. 3.7).  
NO stellt möglicherweise auch eine Signalkomponente innerhalb der Ligninbiosynthese 
dar (Ros Barceló et al., 2002). In Studien von Gabaldón et al. (2005) an Zinnia elegans 
wurde die Rolle von NO während der Xylemdifferenzierung untersucht. Dabei konnte 
festgestellt werden, dass der Gehalt an NO während der Lignifizierung erhöht, in bereits 
lignifizierten Geweben aber verringert war, d. h. NO-Produktion und Lignifizierung in 
einem inversen Verhältnis zueinander stehen. Somit könnte der hohe Gehalt an NO in cue1 
auch durch  Limitationen in der Lignifizierung erklärt werden. Letzteres wäre in cue1 zu 
erwarten, da Ligninmonomere über den Phenylpropanweg gebildet werden (Lewis und 
Yamamoto, 1990). Neben der Bedeutung für die Ligninbiosynthese, ist NO in der 
Pathogen-Abwehr eingebunden und kann die Expression beteiligter Schlüsselenzyme aus 
dem Phenylpropanstoffwechsel wie PAL und CHS induzieren (Zeier et al., 2004). Dies 
lässt vermuten, dass NO eine generelle Funktion als Signalmolekül im 
Phenylpropanstoffwechsel übernehmen könnte. 
Die Ergebnisse weisen auf eine Verbindung zwischen den NO-Gehalten in der cue1-
Mutante und der Ausbildung des retikulierten Phänotyps hin. Vor allem im Hinblick auf 
die Funktion als Signalmolekül im Stoffwechsel von Phytohormonen wie Cytokinin, sollte 
für NO eine Rolle innerhalb der in cue1 gestörten Reaktionskette in Betracht gezogen 
werden.  
 
 
4.5 Die mögliche Funktion von PPT1 in der Wurzel  
 
Mittels zellspezifischer Expressionsanalysen für AtPPT1 und AtPPT2 wurde festgestellt, 
dass PPT1 eine starke Expression in den Wurzelspitzen zeigt, während PPT2 in diesem 
Gewebe nicht aktiv ist (Knappe et al., 2003). Da die Wurzelspitze einer der Syntheseorte 
von Flavonoiden in Keimlingen ist (Peer et al., 2004), wäre eine starke Limitation im 
Gehalt dieser PPT1 nachgeschalteten Stoffwechselprodukte in den Wurzeln der cue1-
Mutante zu erwarten. Mittels HPTLC-Analyse wurde beobachtet, dass Wurzeln ein von 
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Blattrosetten abweichendes Spektrum von Flavonol- bzw. Sinapoyl-Derivaten aufweisen. 
Vor allem für zwei Sinapoyl-Derivate konnten in Wurzeln stärkere Fluoreszenzsignale 
detektiert werden (s. 3.13.2). Jedoch wurden kaum Unterschiede im Gehalt an Sinapoyl-
Derivaten wie im generellen Gehalt an fluoreszenzmikroskopisch detektierten Flavonol-
Derivaten zwischen cue1 und dem Wildtyp festgestellt (s. 3.13.1). Demnach muss davon 
ausgegangen werden, dass neben den PPTs andere Stoffwechselwege zur Bereitstellung 
von PEP im Plastidenstroma existieren. Die Synthese von PEP durch die plastidäre PPDK 
scheint dabei keine große Rolle zu spielen (s. 4.2.1). In den Wurzeln der ppdk x cue1-1 
Doppelmutanten wurde eine Akkumulation von Flavonoiden nachgewiesen. Zwischen 
allen untersuchten cue1, ppdk sowie ppdk x cue1-1 Doppelmutanten, waren kaum 
Abweichungen in der Stärke der DPBA-induzierten sekundären Fluoreszenzsignale 
gegenüber den Wildtypkontrollen zu erkennen. Wie bereits erwähnt (s. 4.2.2), könnte einer 
funktionellen plastidären Glykolyse eine Bedeutung bei der stromagebundenen Synthese 
von PEP zugeschrieben werden. Die potentiell plastidäre Enolase ist hauptsächlich in den 
Wurzeln exprimiert. Zudem waren die homozygoten p-enolase x cue1-1 Doppelmutanten 
letal. Die Bestimmung des Flavonoidgehaltes in den heterozygoten p-enolase x cue1-1 
Doppelmutanten steht jedoch noch aus. Zwei der vermutlich plastidären 
Phosphoglyceratmutasen (At1g78050, At1g22170) zeigen ein ähnliches Expressionsmuster 
wie die potentiell plastidäre Enolase (Internet: bbc.botany.utoronto.ca). Dies deutet auf 
eine gemeinsame Aktivität der beiden Enzyme in den Plastiden hin. Somit wäre eine 
funktionelle Glykolyse in diesem Gewebe möglich und in den Wurzeln der cue1-Mutante 
möglicherweise essentiell. 
Es besteht die Möglichkeit, dass PPT1 weitere Funktionen in der Wurzel übernimmt, wie 
z. B. die Bereitstellung von Pyruvat über PEP als Vorstufe für den MEP-Stoffwechselweg. 
Für vier der neun Isopentenyl-Transferasen (IPTs) in A. thaliana wird eine plastidäre 
Lokalisation vermutet (Kasahara et al., 2004). AtIPT8 ist in Samen und AtIPT1, AtIPT3 
sowie AtIPT5 in der Wurzel exprimiert (Werner et al., 2006). Möglicherweise wird in 
diesen Geweben die Isoprenylseitenkette für die Cytokininbiosynthese hergestellt. 
Weiterhin könnte eine in Plastiden z. T. autonome Regulation der Cytokininantwort 
erfolgen (Brenner et al., 2005), die hinsichtlich der in cue1 gestörten Cytokininsignalkette 
von Bedeutung sein könnte.  
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5. Zusammenfassung 
 
 
Die Bereitstellung von Phosphoenolpyruvat (PEP) im Stroma von Plastiden ist essentiell 
für verschiedene Stoffwechselvorgänge wie den Shikimatweg, der zur Synthese von 
aromatischen Aminosäuren führt. Diese werden als Vorstufen für den 
Phenylpropanstoffwechsel und für die Synthese weiterer Sekundärmetabolite benötigt. 
PEP wird aus dem Cytosol über einen PEP/Phosphat-Translokator (PPT) in das 
Plastidenstroma importiert. Arabidopsis besitzt zwei funktionelle PPTs (AtPPT1 und 
AtPPT2). Die Arabidopsis thaliana cue1-Mutante weist einen Defekt im AtPPT1 auf und 
zeigt einen retikulierten Blattphänotyp sowie deutlich verkürzte Wurzeln. Der 
Blattphänotyp beruht auf einer Entwicklungsstörung des Mesophylls und deren 
Chloroplasten.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen der Limitation in der 
Bereitstellung an PEP und den Beeinträchtigungen in der Entwicklung der cue1-Mutante 
untersucht. Durch transiente Fütterung der cue1-Mutanten mit Dehydrodiconiferylalkohol-
Glukosid (DCG) oder trans-Zeatin, wurde der retikulierte Blattphänotyp revertiert. Mit 
Hilfe eines Ethanol-induzierbaren RNAi-Ansatzes für AtPPT1 im Col-0 Hintergrund, 
konnten Transformanden generiert werden, die einen retikulierten Phänotyp ausprägten. 
Die De-Repression des PPT1 nach Ethanol-Entzug führte in den Col-0/alcA:PPT1RNAi 
Linien wiederum zu einer Rückentwicklung des Phänotyps.  
Mittels genomweiter Expressionsanalyse von  cue1-1 Rosettenblättern und Wurzeln 
gegenüber Wildtyp sowie in einer Zeitreihe nach DCG-Fütterung und nach De-Induktion 
der Col-0/alcA:PPT1RNAi Linien, konnten „Kandidatengene“ identifiziert werden, die 
möglicherweise in die Entwicklungsprozesse eingebunden sind, die in der cue1-Mutante 
gestört sind. Die Expressionsdaten weisen auf eine Verbindung zwischen den Limitationen 
in cue1 und Störungen innerhalb des Stoffwechsels von Phytohormonen wie Cytokininen 
und Auxinen hin. Die cue1-Mutanten weisen im Vergleich zum Wildtyp erhöhte Gehalte 
an Cytokininen auf. Eine Gegenüberstellung der in cue1 deregulierten Gene mit den 
Expressionsdaten von Cytokinin-defizienten und Cytokinin-behandelten Pflanzen lässt 
aber vermuten, dass cue1 Cytokinin-insensitiv ist. Möglicherweise ist die Steuerung der 
Cytokinin-Antwort in der cue1-Mutante gestört, die sich in pleiotrope Beeinträchtigungen 
der Pflanzenentwicklung äußert.  
Nach „Activation tagging“, bei dem die cue1-Mutanten mit einem Vektor transformiert 
wurden, dessen T-DNA mit einer 4 x 35S Enhancer Sequenz ausgestattet war, konnte eine 
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Revertante isoliert werden, die eine Nicotianaminsynthase überexprimiert. Das Genprodukt 
Nicotianamin ist in den Transport von Eisen eingebunden. Ein Symptom von Eisenmangel 
ist die Ausprägung eines chlorotischen Blattphänotyps ähnlich dem der cue1-Mutante. 
In weiteren Untersuchungen wurde überprüft, wie sich die Blockade weiterer möglicher 
Reaktionswege, PEP im Plastidenstroma zu generieren, auf die Pflanzenentwicklung 
auswirkt. Dabei wurde die Rolle der Pyruvat,Pa-Dikinase (PPDK) und einer vollständigen 
plastidären Glykolyse am Beispiel einer putativ plastidären Enolase überprüft. Es wurden 
T-DNA-Mutanten am AtPPDK- und AtEnolase-Lokus isoliert und mit der cue1-Mutante 
gekreuzt. Die ppdk- und p-enolase-Mutanten zeigten keine phänotypischen Abweichungen 
gegenüber dem Wildtyp. Dagegen prägte die ppdk x cue1-1 Doppelmutante z. T. längere 
Wurzeln aus. Die hinsichtlich der Enolase heterozygoten p-enolase x cue1-1 
Doppelmutanten waren im Wachstum stark retardiert und zeigten unterentwickelte 
Schoten. Homozygote p-enolase x cue1-1 Doppelmutanten konnten nicht generiert 
werden. Diese Beobachtung führte zu der Vermutung, dass eine vollständige plastidäre 
Glykolyse bei der Bereitstellung von PEP für den Shikimatweg in bestimmten Geweben 
oder Stadien der Pflanzenentwicklung von Bedeutung sein könnte. In den Wurzeln der 
cue1-Mutanten konnten keine generellen Unterschiede in der Akkumulation von 
Flavonoiden, die sich aus dem Shikimatweg ableiten, gegenüber dem Wildtyp festgestellt 
werden. Vor dem Hintergrund, dass weder AtPPT2 noch AtPPDK in Wurzeln exprimiert 
ist, könnte eine funktionelle Glykolyse, bzw. ausreichende plastidäre Enolase- und 
Phosphoglyceratmutase-Aktivitäten, die Bereitstellung von PEP in der Wurzel 
ermöglichen. 
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6. Abkürzungsverzeichnis 
 
A   Adenin 
ABA   Abscisinsäure 
Abb.   Abbildung 
ADP   Adenosindiphosphat 
AHK   Arabidopsis histidine kinase 
AHP   Arabidopsis histidine phosphotransfer protein 
Am   Antirrhinum majus 
Amp   Ampicillin 
Arg   Arginin 
ARR   Arabidopsis response regulator 
APS   Ammoniumperoxodisulfat 
AS   Aminosäure 
At   Arabidopsis thaliana 
ATP   Adenosintriphosphat 
BA   Benzyladenin 
bar   Basta®-Resistenz 
BCIP   5-Bromo-4-Chlor-Indoylphosphat 
Be-0   Bensheim 
BoPPT  Blumenkohl Phosphoenolpyruvat/Phosphat-Translokator 
bp   Basenpaare 
BSA   Rinderserumalbumin 
bzw.   beziehungsweise 
C   Cytosin 
ca.   zirka 
CA   Coniferylalkohol 
CAB   chlorophyll a/b binding protein 
CAD   Cinnamylalkohol-Dehydrogenase 
CaMV   cauliflower mosaic virus (= Blumenkohl-Mosaikvirus) 
°C   Grad Celsius 
µCi   Mikrocurie 
cDNA   copyDNA 
C4H   Cinnamat-4-Hydroxylase 
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CHS   Chalkonsynthase 
Cit   Citrullin 
CKX   Cytokinin Oxidase/Dehydrogenase 
4CL   4-Coumaroyl-CoA-Ligase 
cm   Zentimeter 
cm2   Quadratzentimeter 
CO   Constans 
CO2   Kohlendioxid 
CoA   Coenzym A 
Col-0   Colombia 
CRE1   Cytokinin response 1 
cue   chlorophyll a/b binding protein underexpressed 
DAF-2 DA  4,5-diaminofluoreszin Diacetat 
DAHP   3-desoxy-D-arabino-heptulosonat-7-phosphat 
DCA   Dehydrodiconiferylalkohol 
DCG   Dehydrodiconiferylalkoholglukosid 
DEPC   Diethylpyrocarbonat 
DMAPP  Dimethylallyldiphosphat 
DMF   Dimethylformamid 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
dNTP   2’-Desoxyribonukleotid-5’-triphosphat 
dov   differential development of vascular associated cells 
DPBA   Diphenylborat-2-aminoethylester 
dsDNA  doppelsträngige Desoxyribonukleinsäure 
DTT   Dithiothreitol 
∅   Durchmesser 
∆E   Extinktionsänderung 
E. coli   Escherichia coli 
EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 
Em.   Emission 
EMS   Ethylmethylsulfonsäure 
EPSP   5-enolpyruvylshikimat-3-phosphat 
EPSPS   EPSP-Synthase 
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ER   Endoplasmatisches Retikulum 
ERE   ethylene-responsive element 
Ery4P   Erythrose-4-Phosphat 
et al.   und Andere 
EtOH   Ethanol 
Ex.   Extinktion 
µF   Mikrofarad 
Fa.   Firma 
Fe   Eisen 
Frk6P   Fruktose-6-Phosphat 
Ft   Flaveria trinervia 
FW   Frischgewicht 
g   Gramm 
G   Guanin 
γ   Gamma 
GAP   Glycerinaldehydphosphat 
GFP   green fluorescent protein 
Glk1P   Glukose-1-Phosphat 
Glk6P   Glukose-6-Phosphat 
L-Gln   L-Glutamin 
L-Glu   L-Glutaminsäure 
GPT   Glukose-6-phosphat/Phosphat-Translokator 
GUS   ß-Glucuronidase 
h   Stunde 
HCl   Salzsäure 
HEPES  N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonsäure 
His   Histidin 
H2O   Wasser 
H2Odd   Wasser, doppelt destilliert 
HPLC   high pressure liquid chromatography 
HPTLC  high performance thin layer chromatography  
IAA   Indolessigsäure 
IAN   Indol-3-Acetonitril 
IAOx   Indol-3-Acetaldoxim 
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IPP   Isopentenylpyrophosphat 
IPT   Isopentenyltransferase 
IPTG   Isopropyl-ß-D-thiogalaktopyranosid 
kb   Kilobasenpaare 
kD   Kilodalton 
kg   Kilogramm 
αKG   α-Ketoglutarat 
KH2PO4  Kaliumdihydrogenphosphat 
KOH   Kaliumhydroxid 
kV   Kilovolt 
λ   Wellenlänge 
l   Liter 
LB   left border (linke T-DNA-Begrenzungssequenz) 
lcd   lower cell density 
LiAc   Lithiumacetat 
log   logarithmischer Wert  
m   Meter 
mA   Milliampère 
MeOH   Methanol 
MEP   Methylerythritol-Phosphat 
µg   Mikrogramm 
mg   Milligramm 
MgCl2   Magnesiumchlorid 
MgSO4  Magnesiumsulfat 
min   Minute 
µl   Mikroliter 
ml   Milliliter 
µmol   Mikromol 
µM   Mikromolar 
mM   Millimolar 
mRNA  messenger RNA 
MS   Murashige & Skoog Pflanzenmedium 
mU   Milli-Units 
MVA   Mevalonat 
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Na   Natrium 
NA   Nicotianamin 
NAA   Naphthylessigsäure 
NAAT   Nicotianamin-Aminotransferase 
NaCl   Natriumchlorid 
NAD+   Nicotinamidadenindinukleotid, oxidierte Form 
NADH  Nicotinamidadenindinukleotid, reduzierte Form 
NADP+  Nicotinamidadenindinukleotid-Phosphat, oxidierte Form 
NADPH  Nicotinamidadenindinukleotid-Phosphat, reduzierte Form 
NaH2PO4  Natriumdihydrogenphosphat 
NaOH   Natriumhydroxid 
NAS   Nicotianaminsynthase 
NBT   p-Nitroblautetrazoliumchlorid 
ng   Nanogramm 
Ni2+NTA  Nickel-Nitrilotriessigsäure 
NIT   Nitrilase 
NH4SO4  Ammoniumsulfat 
nm   Nanometer 
nmol   Nanomol 
NO   Stickstoffmonoxid 
NOS   Stickstoffmonoxid-Synthase 
nox   nitric oxide overexpressed 
NPA   1-Naphthylphthalaminsäure 
NR   Nitratreduktase 
OAA   Oxalacetat 
Ω   Ohm 
OD   optische Dichte 
OPPP   Oxidativer Pentosephosphat-Zyklus 
%   Prozent 
% v/v   Volumenprozent 
% w/v   Masseprozent 
Pa   anorganisches Phosphat 
32P   Phosphor-Isotop 
PAGE   Polyacrylamid-Gelektrophorese 
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PAL   Phenylalanin-Ammonium-Lyase 
PCR   Polymerasekettenreaktion 
PEG   Polyethylenglykol 
PEP   Phosphoenolpyruvat 
PEPCK  PEP-Carboxykinase 
2-PGA   2-Phosphoglycerat 
3-PGA   3-Phosphoglycerat 
PGyM   Phosphoglyceratmutase 
Phe   Phenylalanin 
PIN   pin-formed 
pmol   Picomol 
PMSF   Phenylmethylsulfonylfluorid 
PPa   Pyrophosphat 
PPDK   Pyruvat,Pa-Dikinase 
PPT   Phosphoenolpyruvat/Phosphat-Translokator 
PRPP   Phosphoribosylpyrophosphat 
PSII   Photosystem II 
PT   Phosphat-Translokator 
PVP   Polyvinylpyrrolidon 
RB   right border (rechte T-DNA-Begrenzungssequenz) 
re   reticulata 
RNA   Ribonukleinsäure 
RNAi   interference RNA 
rpm   Umdrehungen pro Minute 
RT   Raumtemperatur 
RT-PCR  Reverse Transkriptions-Polymerasekettenreaktion 
RubisCO  Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase 
s   Sekunde 
s.   siehe 
35S   CaMV35S-Promotor 
SAG   senescence-associated gene 
SAP   shrimp alkaline phosphatase 
S. cerevisiae  Saccharomyces cerevisiae 
SDS   Natriumdodecylphosphat 
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SNP   Natriumnitroprussid 
SD   Standardabweichung 
T   Thymin 
Tab.   Tabelle 
TAT   Tyrosin-Aminotransferase 
Taq   Thermus aquaticus 
TBS   tris buffered saline 
TCA   Trichloressigsäure 
TCP   teosinte-branched, cycloidea PCNA  
TE   Tris/EDTA 
TEMED  N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin 
T-DNA  Transfer-Desoxyribonukleinsäure 
TK   Transketolase 
tnos   nos-Terminator 
T6P   Trehalose-6-Phosphat 
TPH   Trehalose-6-Phosphat-Hydrolase 
TPP   Trehalose-6-Phosphat-Phosphatase 
TPS   Trehalose-6-Phosphat-Synthase 
TPT   Triosephosphat/Phosphat-Translokator 
Tris   Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
Triton-X-100  Octylphenolpoly(ethylenglycolether)10 
Trp   Tryptophan 
tt4   transparent testa 4 
Tyr   Tyrosin 
U   Units 
u. a.   unter anderem 
Ura   Uracil 
UV   ultraviolet 
X-GAL  5- Brom-4-Chlor-3-Indolyl-ß-D-Galaktosid 
xg   Erdbeschleunigung 
XPT   Xylulose-5-phosphat/Phosphat-Translokator 
YSL   yellow-stripe-like 
z. B.   zum Beispiel 
z. T   zum Teil 
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8.  Anhang 
 
8.1 Auswahl deregulierter Gene in cue1-1 und nach DCG-Fütterung 
 
 
Tab. 8.1 (Teil 1): Auswahl deregulierter Gene (log2-Werte) in cue1-1 im Vergleich zu pOCA und nach DCG-
Fütterung, ergänzt mit Expressionsdaten von Cytokinin-defizienten Mutanten (CKX) und nach 
Cytokininfütterung (120 min Benzyladenin) (Brenner et al., 2005). 
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Tab. 8.1 (Teil 2): Auswahl deregulierter Gene (log2-Werte) in cue1-1 im Vergleich zu pOCA und nach DCG-
Fütterung, ergänzt mit Expressionsdaten von Cytokinin-defizienten Mutanten (CKX) und nach 
Cytokininfütterung (120 min Benzyladenin) (Brenner et al., 2005). 
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Tab. 8.1 (Teil 3): Auswahl deregulierter Gene (log2-Werte) in cue1-1 im Vergleich zu pOCA und nach DCG-
Fütterung, ergänzt mit Expressionsdaten von Cytokinin-defizienten Mutanten (CKX) und nach 
Cytokininfütterung (120 min Benzyladenin) (Brenner et al., 2005). 
 
 
 
 
 
 205
                                                                                                    _________ Anhang 
Tab. 8.1 (Teil 4): Auswahl deregulierter Gene (log2-Werte) in cue1-1 im Vergleich zu pOCA und nach DCG-
Fütterung, ergänzt mit Expressionsdaten von Cytokinin-defizienten Mutanten (CKX) und nach 
Cytokininfütterung (120 min Benzyladenin) (Brenner et al., 2005). 
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Tab. 8.1 (Teil 5): Auswahl deregulierter Gene (log2-Werte) in cue1-1 im Vergleich zu pOCA und nach DCG-
Fütterung, ergänzt mit Expressionsdaten von Cytokinin-defizienten Mutanten (CKX) und nach 
Cytokininfütterung (120 min Benzyladenin) (Brenner et al., 2005). 
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8.2 Gehalte an Cytokininen in der cue1-Mutante und im Wildtyp  
 
 
Tab. 8.2a: Cytokiningehalte in Blättern der cue1-Mutante und Wildtyp in pmol/g FW (linke Tabelle) und in 
prozenualen Anteilen vom Wildtyp (rechte Tabelle) 
 
 
 
 
 
 
tZ: trans-Zeatin; cZ: cis-Zeatin; tZR: tZ-Ribosid; cZR: cZ-Ribosid; tZ9G: tZ-9-Glukosid; cZ9G: cZ-9-Glukosid; 
dHZ: dehydro-Zeatin; dHZR; dHZ-Ribosid; dHZ9G: dHZ-9-Glukosid; iP: Isopentenyladenin; iPR: iP-Ribosid; 
iP9G: iP-9-Glukosid; BAP: 6’ Benzylaminopurin; BAPR: BAP-Ribosid; m-T: meta-Topolin; o-T: ortho-Topolin; 
o-TR: o-T-Ribosid; K: Kinetin; tZOG: O-glucosyl-tZ; cZOG: O-glucosyl-cZ; tZROG: O-glucosyl-tZ-Ribosid; 
cZROG: O-glucosyl-cZ-Ribosid; dHZOG: O-glucosyl-dHZ; dHZROG: O-glucosyl-dHZ-Ribosid; tZR-5´MP: tZR-
5´monophosphat; cZR-5´MP: cZR-5´monophosphat; dHZR-5´MP: dHZR-5´monophosphat; iPR-5´MP: iPR-
5´monophosphat; BAP9G: BAP-9-Glukosid; KR: Kinetinribosid; BAPR-5´MP: BAPR-5´monophosphat 
 
<LOD = Gehalt nicht bestimmt; MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung 
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Tab. 8.2b: Cytokiningehalte in Wurzeln der cue1-Mutante und Wildtyp in pmol/g FW (linke Tabelle) und in 
prozenualen Anteilen vom Wildtyp (rechte Tabelle) 
 
 
 
 
 
 
 
tZ: trans-Zeatin; cZ: cis-Zeatin; tZR: tZ-Ribosid; cZR: cZ-Ribosid; tZ9G: tZ-9-Glukosid; cZ9G: cZ-9-Glukosid; 
dHZ: dehydro-Zeatin; dHZR; dHZ-Ribosid; dHZ9G: dHZ-9-Glukosid; iP: Isopentenyladenin; iPR: iP-Ribosid; 
iP9G: iP-9-Glukosid; BAP: 6’ Benzylaminopurin; BAPR: BAP-Ribosid; m-T: meta-Topolin; o-T: ortho-Topolin; 
o-TR: o-T-Ribosid; K: Kinetin; tZOG: O-glucosyl-tZ; cZOG: O-glucosyl-cZ; tZROG: O-glucosyl-tZ-Ribosid; 
cZROG: O-glucosyl-cZ-Ribosid; dHZOG: O-glucosyl-dHZ; dHZROG: O-glucosyl-dHZ-Ribosid; tZR-5´MP: tZR-
5´monophosphat; cZR-5´MP: cZR-5´monophosphat; dHZR-5´MP: dHZR-5´monophosphat; iPR-5´MP: iPR-
5´monophosphat; BAP9G: BAP-9-Glukosid; KR: Kinetinribosid; BAPR-5´MP: BAPR-5´monophosphat 
 
<LOD = Gehalt nicht bestimmt; MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung 
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8.3 Schematische Darstellung der hergestellten Konstrukte für das EtOH- 
induzierbare PPT1RNAi 
 
 
pKannibal_PPT1RNAi (1) 
BamHIEcoRIXhoI ClaI
 
tnoskan intronPPT1 s PPT1 asp35S 
 
 
pUC∆alcAN_PPT1RNAi (2) 
SalI 
HindIII BamHI HindIII XhoI 
tnosintronpalcA amp PPT1 s PPT1 as
 
 
 
pGreenII_alcR 
HindIII
  
bar alcR tnosp35S 
 
 
 
pGreenII_alcRalcA:PPT1RNAi  (3) 
SalI 
XhoI BamHI HindIII HindIII
PPT1 as tnosPPT1 s intronpalcAbar alcR tnosp35S  
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8.4 Auflistung der Gene, deren Expression im Rahmen des „Activation 
tagging“ Ansatzes über RT-PCR untersucht wurde 
 
 
Tab. 8.4: Auflistung der Gene, die im Bereich der T-DNA-Insertionsstelle in cue1-1/35Sen1 lokalisiert sind  
(T-DNA inseriert im 1. Exon des Gens At5g04970). Die Beschreibung, Lokalisation und Funktion der Gene  
sind dem Programm „TAIR“ entnommen (http://www.arabidopsis.org). 
 
 
 
 
 
 
8.5 Sequenzen verwendeter Oligonukleotide 
 
Die hier aufgeführten Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion (Martinsried) 
hergestellt.  
 
PPT1for  agt gct gag gaa ggt gat aac   Nr. 26 
PPT1rev  agc cat cag ggc gag aga ca   Nr. 25 
 
barrev   tcc agc tgc cag aaa ccc acg tca  Nr. 30 
barfor   gcg gtc tgc acc atc gtc aac cac tac  Nr. 59 
 
Actin2for  tgt acg cca gtg gtc cta caa cc   Nr. 17 
Actin2rev  gaa gca aga atg gaa cca ccg   Nr. 18 
 
 211
                                                                                                    _________ Anhang 
LCD1dnafw  ccg tta tct gtt gat ctc att att ct   Nr. 79 (lcd1-084529) 
LCD1for  gcg gct act gaa caa att aaa gg   Nr. 116 (lcdrnafw) 
LCD1rev  tta cga agc ata gcc cat gat ct   Nr. 117 (lcdrnarev) 
 
At5g32440for  ccg att cct cct tct tcc tca   Nr. 129 
At5g32440rev  cga ttc tct ttg ccg ctt ct   Nr. 130 
At5g32470for  gtg tca cag cac caa gcg tg   Nr. 131 
At5g32470rev  tga act ggc cgc aga ttg t   Nr. 132 
At5g33280for  gga ttc gct aat aac ctc gcc   Nr. 133 
At5g33280rev  cac cat agg ccc tgc ctt t   Nr. 134 
At5g33290for  tca tgc cat gac tgg gta cgt   Nr. 135 
At5g33290rev  gaa ctc gtcg gttg att tcc c   Nr. 136 
At5g34850for  cca caa aac gac ccc agc ta   Nr. 141 
At5g34850rev  act gcc ttg tct ctg acc ttg ag   Nr. 142 
 
At5g04920fw  acc aag aat tgt ccc gcc a   Nr. 147 
At5g04920rev  tgg tcg ctt tga tcc att cac   Nr. 148 
At5g04930fw  aga caa att gca gcg tgg tgt   Nr. 149 
At5g04930rev  gcg acc ttc ttg tcc gct tat   Nr. 150 
At5g04940fw  gtc taa tgg caa cgc gga act   Nr. 151 
At5g04940rev  tcc gtt tct ccc ttg aca acc   Nr. 152 
At5g04950fw  tca cat cca tcg tat tgg cca   Nr. 153 
At5g04950rev  cgt gcg atc aca acc gag tta   Nr. 154 
At5g04960fw  tgg tga ggc ttt agc gga agt   Nr. 155 
At5g04960rev  tac aac cgc agc gtt tcc a   Nr. 156 
At5g04970fw  ccg taa gaa aca atg cgg atg   Nr. 159 
At5g 04970rev cgg ttg tac cat tcc att cca   Nr. 160 
At5g04980fw  acg aac gcc gca gaa act ta   Nr. 161 
At5g04980rev  tcc atc acc gtg cca aag a   Nr. 162 
At5g04990fw  cgg tga gcc tgg aca atg ttt   Nr. 163 
At5g04990rev  ttc gtt ccc aca aca gga acc   Nr. 164 
At5g05000fw  ttg gtc tct cgc aca aga tcg   Nr. 165 
At5g05000rev  atg gca tct tcc gct gtt ctc   Nr. 166 
At5g05010fw  aga ccc atc cca aca tca acc   Nr. 167 
At5g05010rev  tga atc cac tgg agg cac aac   Nr. 168 
 
 
Activation tagging: 
 
LR32  act cga ttc tca acc cga aag tat aga tcc ca  Nr. 91 
LR26  act cga ttc tca aac cga aag tat ag   Nr. 92 
APL16 pho-tat ggg atc aca tta a-C7-Aminolink  Nr. 93 
APL17 pho-cgt ggg atc aca tta a-C7-Aminolink  Nr. 94 
pEn1  att ggt aat tac tct ttc ttt tcc tcc ata   Nr. 95 (pSKI015En1) 
pEn14  gcc tat aaa tac gac gga tcg taa ttt gtc g  Nr. 108 (pSKI015En14) 
 
 
Enolase: 
 
Efor1  cag gat gat tgg agc tca tgg    Nr. 13 (AtEfor) 
Erev1  cga cat atc tct gag cat ctg    Nr. 14 (AtErev) 
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Efor2  ggt tta gca agc gga cag atc    Nr. 180 (AtERNAfor2) 
Erev2  gtg atc gga aag ctt cac cg    Nr. 181 (AtERNArev2) 
 
 
PPDK: 
 
Pfor  C6-amino aca ttg gag ctt ccc tcg ctg a  Nr. 4 (AtPPDKgenfor) 
Prev  act tgt tcg ctc tcg ggc tat c    Nr. 3 (AtPPDKgenrev) 
Pfor2  gtt cga act gag aca agc cct    Nr. 191 (PPDK_4forw) 
Prev2  cca gga cat gaa agt ctc caa a    Nr. 192 (PPDK_4rev) 
 
 
 
Primer für die Klonierung des PPT1RNAi-Konstruktes: 
 
PPT1ri1for  aag gat ccg ctc cgc cgt att ctc cct ctc t Nr. 45 
PPT1ri1rev  aaa tcg atg cca agt tcc aaa acc ttc gtc a Nr. 46 
PPT1ri2for  aac tcg agg ctc cgc cgt att ctc cct ctc t Nr. 35 
PPT1ri2rev  aag gta ccg cca agt tcc aaa acc ttc gtc a Nr. 60 
 
 
 
 
Die Orientierung der angegebenen Primersequenzen ist stets von 5’ nach 3’. 
Oligonukleotide, welche ausschließlich für Sequenzierungen verwendet wurden, sind nicht 
aufgeführt. 
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 Kurzzusammenfassung 
 
Die Arabidopsis thaliana cue1-Mutante weist einen Defekt in einem 
Phosphoenolpyruvat/Phosphat-Translokator (AtPPT1) auf und zeigt einen retikulierten 
Blattphänotyp sowie verkürzte Wurzeln. Im Rahmen dieser Arbeit wurden experimentelle 
Ansätze zur Klärung der Verbindung zwischen dem Funktionsverlust des AtPPT1 und den 
Störungen der Entwicklungsprozesse in der cue1-Mutante verfolgt. Durch Fütterung der 
Mutanten mit dem Neolignan Dehydrodiconiferylalkohol-Glukosid (DCG) sowie dem 
Cytokinin trans-Zeatin, konnte der aberrante Blattphänotyp revertiert werden. Nach 
„Activation tagging“ im cue1-Hintergrund wurde eine Revertante isoliert, die eine 
Nicotianaminsynthase überexprimiert. Mit Hilfe genomweiter Expressionsanalysen wurde 
nach „Kandidatengenen“ gesucht, die möglicherweise in eine, die Mesophyllentwicklung 
steuernde Signaltransduktionskette eingebunden sind, die in cue1 gestört ist. Dabei wurde 
die potentielle Rolle von AtPPT1 und nachgeschalteten Reaktionen innerhalb Cytokinin-
sensitiver Prozesse näher beleuchtet. Weiterhin wurde die Bedeutung einer vollständigen 
plastidären Glykolyse für die stromagebundene Bereitstellung an PEP untersucht. Dabei 
wurde festgestellt, dass der Ausfall der potentiell plastidären Enolase zu 
Wachstumseinschränkungen in den, für die Enolase heterozygoten p-enolase x cue1-1 
Doppelmutanten geführt hat. Zudem konnten keine homozygoten p-enolase x cue1-1 
Doppelmutanten generiert werden. 
 
 
 
Abstract 
 
The Arabidopsis thaliana cue1 mutant is defective in a plastidic phosphoenolpyruvate/ 
phosphate translocator (AtPPT1) and shows a reticulate leaf phenotype and retarded roots. 
The aim of this work was to analyse the link between the loss of AtPPT1 and the 
impairments in developmental processes in the cue1 mutant. The aberrant leaf phenotype 
could be rescued by feeding the neolignan dehydrodiconiferyl alcohol glucoside (DCG) or 
the cytokinin trans-zeatin to the mutant. Using an activation tagging approach in the cue1 
background, a revertant overexpressing a gene encoding a nicotianamine synthase has been 
isolated. Genome-wide expression profiling was used as a tool in the search for candidate 
genes that could be involved in a signal transduction cascade triggering mesophyll 
 
 development, which is impaired in cue1. Therefore, the potential role of PPT1 and 
downstream pathways in cytokinin-sensitive processes is discussed. Furthermore, the 
occurrence of a complete stromal glycolytic pathway could contribute to the supply of PEP 
as substrate for the shikimate pathway. The loss of the putative plastidic enolase resulted in 
retardations in growth and development of the heterozygous enolase x cue1-1 double 
mutants and to lethal homozygous double mutants. 
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